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Abstrakt  
 Přestože je problematika vztahu působení chladu a infekcí zkoumána již od nepaměti, 
stále nebyla objevena řada mechanismů, které k tomuto jevu přispívají. Zatímco krátkodobé 
působení chladu spouští stresovou odpověď a tvorbu prozánětlivých cytokinů, dlouhodobé 
působení chladu navozuje chladovou adaptaci a protizánětlivý přesmyk. Nevyřešenou otázkou 
zůstává role chladové adaptace v rozvoji a průběhu odpovědi organismu na infekci. V této 
diplomové práci jsme se zaměřili na učení vlivu chladového stresu, nebo chladové adaptace 
na imunitní systém potkanů za současné stimulace ligandy Toll-like receptorů (TLR). Z námi 
získaných výsledků vyplývá především důležitost γδT lymfocytů a cytokinů, které produkují 
v procesu chladové adaptace. Abychom zjistili, jak chladová adaptace ovlivní odpověď na 
infekční agens, studovali jsme změny zastoupení různých populací imunitních buněk u 
potkanů, kterým byl aplikován ligand TLR2/6, Pam2CSK4. Pozorovali jsme významné změny 
v aktivaci myeloidních buněk a B lymfocytů, ale také v populaci γδT lymfocytů. Některé z 
výsledků poukazují na význam γδT lymfocytů a protektivní vliv chladové adaptace.  
 
Klíčová slova: imunitní systém, chladový stres, chladová adaptace, infekce, Toll-like rceptory, 
ligandy Toll-like receptorů   
Abstract 
Although the relationship between the effects of cold and infection has been studied 
for a long time, the mechanisms contributing to this phenomenon have not yet been 
discovered. While short-term exposure to cold triggers a stress response and the production 
of proinflammatory cytokines, long-term cold exposure induces adaptation and anti-
inflammatory shift. The role of cold adaptation in the development and the process of the 
organism's response to infection remains an unresolved issue. In this diploma thesis, we 
focused on determining the effect of cold stress or cold adaptation on the immune system of 
rats which was stimulated by ligands of Toll-like receptors (TLRs). The obtained results showed 
the importance of γδT lymphocytes and their cytokine production in the process of cold 
adaptation. To determine how cold adaptation affects the response to infectious agents, we 
studied changes in the proportion of different immune cell populations in rats treated with 
the TLR2/6 ligand Pam2CSK4. We determined significant changes in the activation of myeloid 
cells and B lymphocytes, but also in the population of γδT lymphocytes. Our obtained results 
suggested the importance of γδT lymphocytes and the protective effect of cold adaptation. 
 
Key words: immune system, cold stress, cold adaptation, infection, Toll-like receptors, Toll-
like receptor ligands  
Seznam zkratek 
ATP  adenosin trifosfát (adenosine triphosphate) 
AR adrenergní receptor (adrenergic receptor) 
BAT  hnědá tuková tkáň (brown adipose tissue) 
CD diferenciační skupina (cluster of differentiation) 
DAMP alarmin (damage / danger-associated molecular pattern) 
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 
FACS fluorescent activated cell sorting 
FGF21 fibroblastový růstový faktor 21 (fibroblast growth factor 21) 
HPA hypothalamo-hypofyzární osa (hypothalamic-pituitary-adrenal) 
IFN interferon 
Ig imunoglobulin 
IKK kináza inhibitoru jaderného faktoru κ (IκB kinase) 
IL interleukin 
ILC2 přirozené lymfoidní buňky typu 2 (type 2 innate lymphoid cells) 
IL-R receptor pro interleukin 
IRAK interleukin-1 receptor associated kinase 
IRF interferon regulující faktor (interferon regulatory factor) 
LPS lipopolysacharid 
LRR na leucin bohatá repetice (leucine-rich repeat) 
MAP mitogenem aktivovaná kináza (mitogen-activated protein kinase) 
MyD88 myeloid differentiation primary response 88 
NE norepinefrin (norephinephrine) 
NF-κB nukleární faktor kappa B (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of 
activated B cells) 
NO oxid dusnatý (nitric oxide) 
NK přirozený zabíječ (natural killer cell) 
NLRP3 NLR family pyrin domain containing 3 
PAMP molekulární vzory spojené s patogeny (pathogen-associated molecular 
patterns) 
PPAR receptor  aktivovaný peroxizómovým proliferátorem (peroxisome proliferator-
activated receptor)  
RIP1 receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1 
ROS reaktivní formy kyslíku (reactive oxygen species) 
TAK1 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7 
TBK1 TANK-binding kinase 1 
TGF-β transformující růstový faktor beta (transforming growth factor β) 
Th pomocný T lymfocyt (T helper cell) 
TIR toll-Interleukin-1 receptor 
TIRAP toll-interleukin 1 receptor domain containing adaptor protein 
TLR toll-like receptor 
TNF-α faktor nádorové nekrózy α (tumor necrosis factor α) 
TRAF TNF receptor associated factor 
TRAM TRIF-related adaptor molecule 
TRIF TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-β 
TRP  tranzientní receptorové potenciálové kanály (transcient receptor potential 
channel) 
UCP1 termogenin (uncoupling protein 1) 
WAT  bílá tuková tkáň (white adipose tissue) 
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 Vztah vzájemného působení chladu a pravděpodobnosti infekce je zkoumán již od 
nepaměti. Přesto zatím nebyla řada mechanismů, kterými k nachlazení během vystavení 
chladu dochází objasněna. Málo je také známo o vlivech krátkodobého a dlouhodobého 
působení chladu na imunitní systém. Krátkodobá expozice chladu působí na organismus jako 
stresový faktor, na imunitní systém působí pro-zánětlivě a může zvyšovat náchylnost 
k infekcím. Naopak dlouhodobé působení chladu vede k chladové adaptaci a tvorbě hnědé 
tukové tkáně. Zdá se, že chladová adaptace moduluje imunitní systém a navozuje proti-
zánětlivý přesmyk. Otázkou zůstává, jakou roli hraje chladová adaptace během infekce. 
Některé nedávné studie naznačují, že aktivace Toll-like receptorů (TLR) působí na chladovou 
adaptaci negativně a vede ke snížení tvorby hnědé tukové tkáně. Objasnění vlivu vzájemného 
působení chladu a aktivace TLR na imunitní systém může přispět k vyřešení některých otázek 
















2. Literární přehled 
2.1 Termoregulace 
 Endotermní živočichové, včetně člověka, jsou závislí na udržení konstantní tělesné 
teploty. Správná tělesná teplota je klíčová pro zachování homeostázy, metabolismu i 
enzymatických procesů. Termoregulace je vitální funkcí, která udržení této teploty zajištuje 
nezávisle na proměnlivé teplotě prostředí (Haman and Blondin, 2017; Tansey and Johnson, 
2015). Změny v teplotě prostředí jsou registrovány termoreceptory, kterými jsou neurony 
umístěné po celém těle, včetně centrální nervové soustavy. Tyto neurony prostřednictvím 
tranzientních receptorových potenciálových kanálů (transient receptor potential, TRP) 
rozeznávají fyziologické i patofyziologické tepelné podněty. Centrem termoregulace jsou 
preoptická jádra hypotalamu (Tan and Knight, 2018). Neurony aktivované zvýšenou teplotou 
se nachází v dorzální části laterálního parabrachiálního jádra a jejich působením dochází 
například k vazodilataci a inhibici termogeneze. Naopak chladem aktivované neurony se 
vyskytují v laterální části laterálního parabrachiálního jádra a po aktivaci navozují 
vazokonstrikci a termogenezi (Madden and Morrison, 2019). Termogenezi lze pak rozdělit na 
třesovou a netřesovou (adaptivní) v závislosti na tkáni a mechanismu vzniku tepla.  
2.1.1 Třesová termogeneze 
 Třesová termogeneze je mechanismus tvorby tepla využívající především kosterní 
(příčně pruhovanou) svalovinu. Po podráždění chladových receptorů v kůži dochází k aktivaci 
alfa a gama motoneuronů, které kosterní svalstvo inervují (Madden and Morrison, 2019). 
Nervovou stimulací dochází k rychlým a opakovaným kontrakcím svalů se zapojením vláken I. 
a II. typu za spotřeby adenosintrifosfátu (adenosine triphosphate, ATP). Vytvořená energie je 
pak uvolňována ve formě tepla. U velkých savců, včetně člověka, je třesová termogeneze 
hlavním mechanismem vzniku tepla po expozici chladu (Haman and Blondin, 2017).  
2.1.2 Netřesová termogeneze 
 Naopak netřesová termogeneze je děj odehrávající se především v hnědé tukové tkáni 
(brown adipose tissue, BAT). BAT je silně inervovaná, vaskularizovaná a obsahuje vysoké 
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množství mitochondrií. Po vystavení chladu a podráždění chladových receptorů dochází 
k aktivaci BAT prostřednictvím norepinefrinu (norepinephrine, NE), který je uvolňován 
sympatickým nervovým systémem. Tímto se aktivuje metabolická dráha, která přeměňuje 
intracelulární triacylglyceroly na volné mastné kyseliny. β-oxidací těchto mastných kyselin 
vzniká acetyl koenzym A, který vstupuje do citrátového cyklu. Dochází k redukci 
nikotinamidadenindinukleotidu a flavinadenindinukleotidu – molekul zásadních pro tvorbu 
protonového gradientu. V BAT se vlivem stimulace NE exprimuje protein termogenin 
(uncoupling protein 1, UCP1). Ten odpřahuje protonový gradient na vnější mitochondriální 
membráně. Netvoří se tak ATP a protonmotivní hnací síla je přeměněna na teplo. Kromě 
mastných kyselin je metabolizována i glukóza (Yau and Yen, 2020). Je možné, že BAT pro 
tvorbu tepla využívá i zásoby mastných kyselin uložených v bílé tukové tkáni (white adipose 
tissue, WAT) (Zeng et al., 2015). K expresi UCP1 a dalších genů asociovaných s BAT dochází po 
vystavení chladu i ve WAT. Tento proces se označuje za takzvané „béžovění“ WAT a vzniklé 
„béžové“ adipocyty poté spolupracují na netřesové termogenezi. Pro udržení netřesové 
termogeneze jsou důležité hormony štítné žlázy trijodthyronin a tyroxin (Yau and Yen, 2020). 
Produkci tepla prostřednictvím netřesové termogeneze využívají například malí savci a 
hybernanti (MacCannell et al., 2019). U člověka je BAT aktivní především u novorozenců a 
postupem věku dochází k její regresi, přestože i u dospělých jedinců zůstává aktivní (Yau and 
Yen, 2020). 
2.2 Chladový stres  
Chlad lze obecně považovat za stresový faktor. Chladový stres je stav způsobený 
náhlým, nebo trvalým poklesem teploty prostředí pod termoneutrální zónu jedince (Imamura 
et al., 2013). V závislosti na době působení můžeme rozdělit chladový stres na akutní 
(krátkodobý), nebo chronický (dlouhodobý), který později může přecházet v chladovou 
adaptaci (Wang et al., 2015). Během chladového stresu dochází k poklesu tělesné teploty a 
zvýšení tepové frekvence či krevního tlaku (Imamura et al., 2013). Mezi další odpovědi na 
chladový stres patří vazokonstikce a piloerekce (napřímení srsti). Organismus se s chladovým 




S chladovým stresem také úzce souvisí hypotermie. Za hypotermii se považuje stav, 
kdy teplota těla jedince klesne pod úroveň potřebnou pro normální chod metabolismu. Pro 
člověka je to teplota menší než 35°C. S nástupem hypotermie se postupně zastavují svalový 
třes a termogeneze. Tím dochází k poklesu metabolismu. Snižuje se funkce ledvin a klesá 
enzymatická funkce jater. Naopak stoupá hematokrit a viskozita krve. V pozdějších stádiích 
může dojít až k fibrilaci srdečních komor a smrti jedince  (Cheshire, 2016).  
2.2.1 Vliv chladového stresu na organismus  
Chladový stres může na organismus působit značně škodlivě. Následkem poklesu 
teploty prostředí dochází ke zvýšení krevního tlaku, změnám v hemodynamice a  výkonnosti 
myokardu (Cong et al., 2018). Po vystavení chladu se v srdci hromadí více reaktivních forem 
kyslíku (reactive oxygen species, ROS), které mohou poškozovat kardiomyocyty a jejich 
mitochondrie. Dochází tak k apoptóze a následně ke strukturním změnám myokardu. Tyto 
změny mohou vést k arytmiím, nebo infarktu myokardu. Řada epidemiologických studií 
zaznamenala nárůst počtu případů úmrtí na kardiovaskulární onemocnění v zimních měsících 
(Kong et al., 2020; Yang et al., 2015).  
Akutní vystavení chladu také snižuje funkci osteoblastů a působí negativně na 
remodelaci a denzitu kostí. Překvapivě však bylo zjištěno, že exprese UCP1 spojená 
s chladovou adaptací působí na kosti protektivně (Nguyen et al., 2018). Na potkaním modelu 
bylo pozorováno, že chladový stres negativně ovlivňuje i vylučovací soustavu. Chlad způsobuje 
zvýšenou aktivitu hladké svaloviny stěny močového měchýře a tím zvýšenou potřebu močení 
a nokturii. Podobný vliv lze sledovat i u člověka (Imamura et al., 2013).  
Nepříznivé  působení chladového stresu během gravidity na potkaním modelu 
pozorovali Lian et al. U gravidních samic chladový stres ovlivňoval nejen neuroendokrinní 
systém a metabolismus, ale i imunitní systém. Tyto faktory ústily v prozánětlivou odpověď 
v placentě. Vlivem prenatálního působení chladového stresu pak došlo k hypertenzi, 
depresivnímu a úzkostnému chování u potomstva (Lian et al., 2020).  
Odpovědí na chladový stres však může být i chladová adaptace, na jejímž počátku stojí 




2.2.2 Odpověď na chladový stres 
HPA osa je důležitou součástí neuroendokrinního systému. Je tvořena složitým 
komplexem přímých vlivů a zpětných vazeb mezi jejími třemi komponentami: hypotalamem, 
hypofýzou a nadledvinami. Dohromady tyto komponenty řídí nejen reakci na stres, ale také 
řadu dalších funkcí jako jsou trávení, metabolismus, emoce nebo poznání. V neposlední řadě 
také významně moduluje imunitní systém (Appleton, 2018; Bellavance and Rivest, 2014).  
Termosenzitivní neurony jsou schopny vnímat chlad prostřednictvím iontových kanálů TRPM8 
(Dhaka et al., 2007). V reakci na jakýkoli akutní stresový podnět pak dochází v mozku k aktivaci 
noradrenergního systému. Z dřeně nadledvin se uvolňuje NE, který společně s dalšími 
neurotransmitery přispívá k aktivaci HPA osy (Morilak et al., 2005). Výsledkem je uvolnění 
hormonů kortikoliberinu a argininu-vazopresinu do portálního oběhu pření hypofýzy. 
Následně dochází k sekreci adrenokortikotropního hormonu do krevního řečiště. Vlivem jeho 
působení dochází k produkci glukokortikoidů v nadledvinách. Glukokortikoidy patří mezi 
steroidní hormony a vyznačují se obecně protizánětlivými a imunomodulačními účinky 
(Bellavance and Rivest, 2014).  
NE je dále vyplavován do těla, kde se v cílových tkáních váže na adrenergní receptory 
(adrenergic receptors, AR), které se dělí na alfa (α)-AR a beta (β)-AR. V souvislosti s chladovým 
stresem a adaptací jsou důležité zejména β-AR, které můžeme rozdělit na β1-AR, β2-AR a β3-
AR. Zatímco β1-AR jsou exprimovány především v srdeční tkáni a ledvinách, β2-AR se v hojné 
míře vyskytují na buňkách imunitního systému, ale také na srdci, v plicích, cévách nebo ve 
svalech (Araujo et al., 2019; Mutlu and Factor, 2008). β3-AR jsou exprimovány na BAT, ale také 
WAT. Jejich stimulací dochází v buňkách k metabolickým změnám vedoucím k netřesové 
termogenezi a chladové adaptaci (Cypess et al., 2015).  
2.3 Chladová adaptace 
 Chladová adaptace, nebo též aklimatizace, je proces, který v konečném důsledku 
umožnuje organismu přizpůsobit se chladnému prostředí. Zahrnuje řadu behaviorálních, 
morfologických a fyziologických změn. Aby byl organismus schopný se s nízkými teplotami 
vyrovnat, je třeba zvýšit metabolismus. S chladovou adaptací proto úzce souvisí aktivace BAT, 
ale také přeměna a béžovění WAT.  
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2.3.1 Mechanismy vedoucí k béžovění adipocytů 
Mechanismů, jak organismus béžovění WAT docílí je několik a často vzájemně 
spolupracují. Jedním ze zásadních kroků je aktivace adipocytů stimulací β3-AR na jejich 
povrchu. Tímto dochází ke spuštění dráhy, která vede k zvýšení exprese UCP1 a k lipolýze 
triacylglycerolů. Vznikající mastné kyseliny jsou důležité pro netřesovou termogenezi.  
Béžové adipocyty se v mnoha ohledech podobají hnědým adipocytům – exprimují 
UCP1, podílí se na termogenezi a obsahují více, než jednu tukovou kapénku. Od hnědých 
adipocytů se však liší svým původem. Zatímco hnědé adipocyty se vyvíjí prenatálně 
z dermomyotomu, béžové adipocyty vznikají postnatálně z prekurzorů pro bílé adipocyty. 
Podobně jako hnědé adipocyty, i béžové adipocyty se vyznačují zmnožením mitochondrií. 
Jejich autofágií lze béžové adipocyty převést zpět v bílé (Altshuler-Keylin et al., 2016).  
Vzhledem k důležitosti masných kyselin pro termogenezi není náhodou, že některé 
z nich přispívají i k béžovění adipocytů. Jedná se konkrétně o omega-3 mastné kyseliny, které 
jsou obsaženy například v rybím oleji. Myši, kterým byl podáván rybí olej vykazovaly vyšší 
energetický výdej a zároveň u nich došlo ke zvýšení exprese UCP1 a β3-AR. Toto mělo vliv i na 
hmotnost zvířat, která se snížila (Kim et al., 2016). Významnou molekulou v tomto procesu je 
také inzulin. Ukazuje se, že právě inzulinová signalizace ovlivňuje příjem lipidů a glukózy 
adipocyty (Heine et al., 2018). Zajímavý efekt na béžovění má i kalorická restrikce. Krátkodobé 
snížení přijmu potravy může mít řadu pozitivních účinků na metabolismus. U myší vystavených 
kalorické restrikci se zvýšila exprese UCP1 a navýšila se respirační kapacita tukové tkáně 
(Fabbiano et al., 2016).  
Příznivé účinky na tvorbu béžových adipocytů byly zaznamenány také u sportovců. 
Cvičení podporuje protizánětlivé prostředí tukové tkáně, stimuluje její vaskularizaci, tvorbu 
mitochondrií a zajištuje lepší přísun kyslíku a živin. Díky tomu dochází ke zvýšení metabolické 
kapacity tkáně. Navíc, během fyzické aktivity dochází v kosterním svalstvu k produkci faktorů, 
které tvorbu béžových adipocytů podporují. Mezi tyto faktory patří například receptor  
aktivovaný peroxizómovým proliferátorem α (peroxisome proliferator-activated receptor α, 
PPAR-α). Důležitým je ale také cytokin interleukin (IL-) 6 nebo kyselina β-aminoisomáselná, či 
laktát (Aldiss et al., 2018).  
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Překvapivým mechanismem je působení střevního mikrobiomu. Ten významně 
přispívá k udržení hostitelské metabolické homeostázy. Poslední studie naznačují, že 
následkem vystavení chladu se mění zastoupení mikrobiomu. Tato změna je spojena se 
zvýšením metabolické aktivity, béžověním WAT a lepší tolerancí chladu. Bylo zjištěno, že u 
bezmikrobních myší a myši, kterým byl střevní mikrobiom odstraněn antibiotiky, došlo 
ke snížení termogenní kapacity BAT a k poklesu exprese UCP1 (Li et al., 2019).  
V neposlední řadě se na chladové adaptaci a béžovění WAT podílí také imunitní systém. 
Mechanismy, kterými k tomu dochází, budou probrány v následujících kapitolách. 
2.4 Imunitní systém 
 Organismus se v prostředí setkává s řadou neškodných i nebezpečných 
mikroorganismů a cizích, ale i vlastních potenciálně škodlivých částic. Imunitní systém je sítí 
buněk a molekul, které nás před nebezpečným a škodlivým chrání. Hlavním úkolem imunitního 
systému je tedy odlišit vlastní od cizího a bezpečné o nebezpečného. Tomu nebezpečnému 
potom musí čelit, ovšem za zachování tělní integrity a homeostázy. Imunitní systém se dělí na 
vrozený, který slouží jako linie první obrany a adaptivní, specificky odpovídající na druh hrozby.  
2.4.1 Imunitní systém a chlad 
Podobně jako ostatní orgány a systémy, i imunitní systém je působením chladu 
ovlivňován. Vliv akutního chladu na imunitní systém byl sledován na řadě živočišných druhů. 
Například u drozofily samotný akutní chlad stačí k aktivaci imunitního systému. Dochází však 
k poklesu fagocytární aktivity (Salehipour-shirazi et al., 2017). Teplota vody je významným 
faktorem ovlivňujícím zdraví a imunitní systém ryb. Příliš nízká teplota vody působí 
imunosupresivně a zhoršuje náchylnost k infekcím. U některých druhů ryb dochází dokonce 
k poklesu celkového počtu leukocytů. Toto bylo pozorováno například u kapra obecného nebo 
tlamouna mosambického. Izolované makrofágy z těchto ryb navíc vykazují snížený fagocytární 
index a dysregulaci produkce ROS (Abram et al., 2017). Chlad imunosupresivně působí i na 
imunitu obojživelníků, kteří jsou v důsledku poklesu teploty více náchylní například na infekci 
houbou Batrachochytrium dendrobatidis. Chytridiomykóza, způsobená tímto patogenem, 
aktuálně ohrožuje řadu obojživelných druhů. Funkční vlastnosti imunity jsou tedy u 
ektotermních živočichů do jisté míry závislé na okolní teplotě. Přestože chlad působí i na jejich 
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parazity, je pravděpodobné, že řada parazitů je schopna se přizpůsobit a aklimatizovat rychleji, 
než jejich hostitelé (Bradley et al., 2019).  
Ačkoliv imunitní systém endotermů není přímo podřízen teplotě okolí, akutní vystavení 
chladu a stres může mít negativní dopad i na něj. Ptáci, kteří nemigrují, si musí v zimních 
měsících vybírat mezi investicí živin do termogeneze, nebo imunního systému. Zdá se, že 
v případě vystavení infekce dochází k porušení metabolické rovnováhy a zpomalení odpovědi 
přirozené imunity (Nord et al., 2020). Chladový stres byl také sledován na potkaním modelu, 
kde došlo k supresi vrozené imunity, dysregulaci adaptivní imunity a k poklesu zastoupení 
CD4+ (diferenciační skupina 4, cluster of cluster of differentiation 4) regulačních T lymfocytů 
(regulatory T cell, Treg) (Hu et al., 2016). Přes všechny tyto poznatky stále zůstává neobjevena 
řada klíčových mechanismů, kterými k nerovnováze imunitního systému dochází. Chybí též 
detailnější pozorování změn v zastoupení imunitních populací vlivem chladového stresu.  
Efekt dlouhodobého působení chladu a chladové adaptace na imunitní systém tak 
dobře prostudovány nejsou. Obecně lze říci, že vlivem dlouhodobého působení chladu se 
imunitní systém polarizuje na T pomocnou odpověď 2. typu (Th2), která napomáhá béžovění 
WAT (Huang et al., 2017). Částečný vhled do problematiky přináší studie, které se zabývaly 
otužováním, nebo chladovou aklimací u člověka. Ty poukazují na prospěšný vliv dlouhodobé 
chladové adaptace. Imunologické parametry se mezi aklimatizovanou a neaklimatizovou 
skupinou v některých ohledech lišily (Brazaitis et al., 2014; Kim et al., 2014).  
2.4.2 Odpověď imunitního systému na chladový stres 
Jak již studie laboratorních i volně žijících živočichů napovídají, chladový stres působí 
na imunitní systém nepříznivě. Krátkodobé vystavení chladu vede k prozánětlivé odpovědi. To 
se projevuje navýšením produkce oxidu dusnatého (nitric oxide, NO). Byla také zaznamenána 
zvýšená tvorba prozánětlivých cytokinů IL-6, IL-1β a faktoru nádorové nekrózy α (tumor 
necrosis factor α, TNF-α) makrofágy (Belay et al., 2017). Zvýšenou produkci IL-6 lze detekovat 
i v některých tkáních (Yildirim and Yurekli, 2010). Role IL-6 je však v odpovědi na chlad složitější 
a bude více rozebrána v následujících kapitolách. Naopak hladiny IL-2, IL-4 a interferonu 
gamma (IFN-γ) se u zvířat podrobených akutnímu chladu snižují (Hu et al., 2016).   
U některých zvířat bylo zjištěno, že akutní vystavení chladu může vést k imunosupresi. 
Zajímavou roli v tomto jevu hraje signalizace spojená s aktivací iontového kanálu TRPM8. 
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Vlivem jeho podráždění dochází ke spuštění drah, která vedou k zvýšení krevního tlaku a 
zvýšení hladiny plazmatických proteinů. Tímto v plazmě také dochází k navýšení obsahu 
imunoglobulinů (Ig). Právě zvýšení množství intravenózního Ig přitom někdy bývá spojeno s 
imunosupresí (Chan et al., 2018). Navíc se zdá, že aktivace TRPM8 negativně reguluje expresi 
prozánětlivého cytokinu TNF-α. TRPM8 signalizace tedy v reakci na rozpoznání chladu 
pravděpodobně působí protizánětlivě (Wang et al., 2017).  
Dlouhodobé působení chladu iniciuje chladovou adaptaci a přesmyk imunitní odpovědi 
z prozánětlivé na spíše protizánětlivou. Dochází k poklesu produkce některých prozánětlivých 
cytokinů, jako je například IL-1β nebo IL-17. Naopak se zvyšuje produkce Th2 cytokinu IL-4 a 
protizánětlivého cytokinu IL-10 (Vargovic et al., 2016).  
2.5 Vliv imunitního systému na béžovění adipocytů 
 Na indukci béžovění adipocytů má vliv mnoho buněk převážně vrozené, ale i adaptivní 
imunity. V procesu se uplatňují především eozinofily, přirozené lymfoidní buňky typu 2 (type 
2 innate lymphoid cells, ILC2), alternativně aktivované makrofágy (M2) a žírné buňky. 
Z adaptivní imunity se zdají být důležité například Treg. V nedávné době byla však pozornost 
zaměřena i na gama delta T buňky (gamma delta T cell, γδ T buňky). Důležité jsou zejména 
cytokiny typu 2 , ale významnou roli hrají také IL-6, IL-17 a TNF-α.  
2.5.1 Buňky vrozené imunity  
2.5.1.1 Eozinofily 
 Eozinofily (nebo také eosinofilní granulocyty) jsou buňky imunitního systému podílející 
se především na obraně proti helmintům. Na druhou stranu jsou významnou komponentou 
alergických reakcí. Po rozpoznání cíle vypouští do prostředí granula obsahující cytotoxické 
kationické proteiny, ale také cytokiny. Mezi nejvýznamnější cytokiny produkované eozinofily 
patří IL-5, IL-4 a IL-13. Eozinofily v krvi tvoří poměrně nízké hladiny a více se vyskytují ve tkáních 
(Weller and Spencer, 2017). Právě v tukové tkáni jsou důležité pro regulaci metabolické 
homeostázy. Po expozici chladu produkují IL-4 a IL-13, které pomáhají udržení M2 fenotypu 
makrofágů a protizánětlivého prostředí v tuku (Qiu et al., 2014). Eozinofily jsou v tuku 
klíčovými producenty IL-4. Ten se váže na příslušný receptor na adipocytech a přispívá k jejich 
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diferenciaci v béžové adipocyty. Zatímco u štíhlých jedinců je WAT infiltrována eozinofily, u 
obézních jedinců je jejich počet snížený (Lee et al., 2015; Weller and Spencer, 2017). 
2.5.1.2 ILC2 
 ILC2 patří mezi přirozené lymfoidní buňky. Nalezneme je především ve tkáních, kde se 
podobně jako eozinofily účastní odpovědi vůči helmintům a mohou přispívat k alergickým 
reakcím. Významné jsou také pro svou bariérovou funkci (Lee et al., 2015). V tukové tkáni jsou 
ILC2 regulovány prostřednictvím Th2 polarizačního cytokinu IL-33, který je produktem 
stromálních buněk (Mahlakõiv et al., 2019). V reakci na stimulaci tímto cytokinem pak ILC2 
produkují další cytokiny typu 2. Produkcí IL-5 ILC2 zásadně ovlivňují migraci a udržení 
eozinofilů v tukové tkáni. Prostřednictvím IL-4 a IL-13 zase přispívají k M2 polarizaci makrofágů 
a homeostáze tukové tkáně (Lee et al., 2015). Během vystavení chladu ILC2 kromě důležitých 
cytokinů sekretují i peptid methion-enfefalin. Ten působí přímo na adipocyty, u kterých 
zvyšuje expresi UCP1 (Brestoff et al., 2015). 
2.5.1.3 Makrofágy 
Nejpočetnější imunitní populací v tukové tkáni jsou makrofágy. Jedná se o poměrně 
heterogenní skupinu buněk, jejíž fenotyp a polarizace jsou ovlivnitelné okolním 
mikroprostředím. Klasicky aktivované makrofágy (M1) jsou stimulovány mikrobiálními 
produkty a prozánětlivými mediátory. Vyznačují se produkcí prozánětlivých cytokinů TNF-α, 
IFN-γ, IL-1β, IL-6, IL-12 a tvorbou kyslíkových a dusíkových radikálů. Vykazují vysokou 
fagocytární aktivitu a jsou důležité pro iniciaci imunitní odpovědi.  
Makrofágy spojené s béžověním adipocytů jsou M2 makrofágy. Pro jejich polarizaci 
jsou zásadní IL-4 a IL-13. Typická je pro ně produkce extracelulární matrix a exprese arginázy 
1 a IL-10. Uplatňují se především v odpovědi vůči parazitům, hojení ran, remodelaci tkání a 
udržování tkáňové homeostázy (Villarroya et al., 2018; Wang et al., 2014b). Je však nutné 
poznamenat, že poznatky o polarizaci makrofágů byly často získány v pokusech in vitro. 
Situace in vivo je pravděpodobně mnohem komplexnější (Xue et al., 2014). 
Zatímco ILC2 a eozinofily v tuku produkují IL-4 a IL-13, béžové a hnědé adipocyty 
sekretují chemokin CXCL14. Souhra těchto faktorů vytváří příznivé prostředí pro polarizaci a 
migraci dalších M2 makrofágů (Cereijo et al., 2018). Původním předpokládaným 
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mechanismem vlivu působení makrofágů na béžovění adipocytů byla produkce NE. Toto však 
bylo vyvráceno. Pravděpodobně tedy existují jiné způsoby, kterými makrofágy k tvorbě 
béžových adipocytu přispívají (Fischer et al., 2017). Jedním z takových mechanismů může být 
produkce ligandů receptoru PPARγ (Lee et al., 2016), který je důležitý pro expresi UCP1 a 
diferenciaci hnědých i béžových adipocytů (Petrovic et al., 2010). Překvapivým objevem byla 
schopnost makrofágů ovlivňovat inervaci BAT prostřednictvím exprese receptoru PlexinuA4, 
který odpuzuje sympatické axony exprimující Semaforin A6. Tento mechanismus by mohl být 
důležitý zejména pro dlouhodobou chladovou adaptaci (Wolf et al., 2017). Nedávná studie 
však naznačuje, že zapojení makrofágů není pro samotné béžovění adipocytů zásadní. 
Nicméně, vlivem dlouhodobého působení chladu dochází k navýšení protizánětlivé populace 
makrofágů v BAT, která přispívá k remodelaci tkáně a udržení její homeostázy (Boulet et al., 
2021).  
U štíhlých jedinců tuková tkáň obsahuje především rezidentní M2 polarizované 
makrofágy. U obézních jedinců naopak obsahuje více M1 polarizovaných infiltrujících 
makrofágů. Právě dysbalance mezi M1 a M2 makrofágy pravděpodobně vede k chronické 
zánětlivé odpovědi v tukové tkáni, ovlivňuje inzulínovou senzitivitu a má negativní dopad na 
expresi UCP1 a adaptivní termogenezi (Sakamoto et al., 2016; Villarroya et al., 2018).  
2.5.2 Buňky adaptivní imunity  
2.5.2.1 Regulační T lymfocyty 
 Nejhojněji zastoupenými T lymfocyty v tukové tkáni jsou Treg, které jsou známé 
především pro své imunomodulační a imunosupresivní účinky. K jejich akumulaci v tukové 
tkáni dochází postupem věku a u dospělé myši zde mohou tvořit až 80% CD4+ T lymfocytů. 
Jedním z mechanismů jejich expanze je signalizace prostřednictvím IL-33, jehož receptor ST2 
je na Treg  ve vysoké míře exprimován (Kohlgruber et al., 2018). Bylo zjištěno, že Treg v BAT 
představují unikátní populaci, která se po vystavení chladu liší od ostatních Treg expresí genů 
ovlivňujících metabolické dráhy. Hrají také významnou roli v udržení protizánětlivého 
prostředí v BAT, které je esenciální pro správné fungování adaptivní termogeneze (Medrikova 




2.5.2.2 γδT lymfocyty 
 Nejnovějším sledovaným hráčem v chladové adaptaci jsou γδT lymfocyty. Jedná se o 
malou populaci invariantních T lymfocytů exprimujících γδ T buněčný receptor (T cell receptor, 
TCR), místo klasického αβ TCR. Na rozdíl od αβ T lymfocytů jsou γδ T lymfocyty schopny rychlé 
imunitní odpovědi, která se podobá spíše přirozené, než adaptivní. Ačkoliv v periferní krvi tvoří 
menšinu, hojně se vyskytují na sliznicích a také v některých tkáních (Gustafsson et al., 2020). 
Mezi tkáně s vysokým výskytem γδT lymfocytů patří i WAT a BAT.  
 Postupem věku dochází v tukové tkáni k akumulaci γδT lymfocytů, které pak pozitivně 
ovlivňují akumulaci a homeostázu Treg. Bylo zjištěno, že produkce IL-17A a TNF-α γδT 
lymfocyty v tukové tkáni spouští produkci IL-33 stromálními buňkami. Jak již bylo zmíněno 
výše, tento cytokin je důležitý pro proliferaci Treg. IL-33 zároveň aktivuje ILC2 a zvyšuje expresi 
UCP1 (Kohlgruber et al., 2018). Navíc se zdá, že IL-17A a TNF-α mohou působit i přímo na 
adipocyty, což opět vede ke zvýšení exprese UCP1 a termogenezi (viz obr.1) (Papotto and Silva-
Santos, 2018). Jiná práce ovšem poukazuje spíše na vliv produkce IL-17F γδT lymfocyty. Ten se 
váže na receptor pro interleukin 17 (IL-17R) C přítomný na adipocytech, které následně 
produkují transformující růstový faktor beta (transforming growth factor β, TGF-β). TGF-β 
v některých případech funguje i jako neurotrofní faktor. Bylo dokázáno, že tato dráha přispívá 
k inervaci nejen tukové tkáně, ale i některých dalších tkání (Hu et al., 2020).  
 Působení γδ T lymfocytů v tukové tkáni však může být i negativní. Během obezity 
produkcí některých cytokinů přispívají k přeměně v prozánětlivé prostředí a inzulínové 












Obrázek 1 – Vliv γδ T lymfocytů na termogenezi a homeostázu tukové tkáně 
Postupem času dochází k akumulaci γδT lymfocytů produkujících IL-17 a TNF v tukové tkáni. IL-
17 stimuluje stromální buňky k produkci IL-33, který je důležitým faktorem pro proliferaci Treg. 
Během vystavení chladu IL-17 a TNF působí přímo na adipocyty a indukuje u nich expresi genů 
spojených s termogenezí. Převzato a upraveno: (Papotto and Silva-Santos, 2018) 
2.5.3 Cytokiny 
 Jak již vyplývá z předchozích kapitol, vliv imunitního systému na béžovění adipocytů je 
většinou zprostředkován prostřednictvím cytokinů. Jedná se především o Th2 polarizační 
cytokin IL-33 (Lee et al., 2015) a cytokiny typu 2, mezi které patří například IL-4, IL-5 a IL-13 
(Qiu et al., 2014). Důležitými se zdají být i IL-17 a TNF-α produkované γδ T lymfocyty  (Hu et 
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al., 2020; Kohlgruber et al., 2018). Významnou roli v béžovění hraje také hepatokin 
fibroblastový růstový faktor 21 (fibroblast growth factor 21, FGF21). Jedná se o stresový 
hormon, který může být produkován například v reakci na chladový stres. Bylo zjištěno, že 
produkce FGF21 adipocyty zvyšuje expresi chemokinového ligandu CCLL11. Ten patří mezi 
důležité chemoatraktanty eozinofilů a zajištuje jejich atrakci do tkáně (Huang et al., 2017). 
Dalším kandidátem by mohl být i meteorin-like homon, produkovaný tukovou tkání po 
vystavení chladu (Rao et al., 2014), který se též označuje jako IL-39. Otázkou ovšem zůstává, 
zda se tento cytokin vyskytuje i u člověka (Ecoeur et al., 2020).  
V neposlední řadě se na béžovění adipocytů podílí také IL-6. Přestože je IL-6 považován 
hlavně za prozánětlivý cytokin a významný mediátor horečky, ve tkáních může působit i 
protizánětlivě. Vlivem fyzické aktivity dochází ve svalech k produkci IL-6, který zde působí jako 
myokin. Navíc po cvičení v tukové tkáni ovlivňuje produkci IL-10 a polarizaci makrofágů z M1 
na M2, což přispívá k její homeostáze (Macpherson et al., 2015). IL-6 je důležitým regulátorem 
tělesné hmotnosti, kompozice a metabolismu (García et al., 2018). Jeho vliv na béžovění WAT 
byl pozorován například u kachexie (Han et al., 2018). Po vystavení chladu dochází ke zvýšení 
produkce IL-6 v řadě tkání (Yildirim and Yurekli, 2010). Zdá se, že IL-6 by na termogenezi a 
tvorbu béžových adipocytů mohl působit prostřednictvím signalizace v centrální nervové 
soustavě (Egecioglu et al., 2018).  
2.6 Infekce 
 Jedním z nejdůležitějších úkolů imunitního systému je chránit organismus před infekcí. 
Tu lze definovat jako průnik původce nákazy do organizmu, jeho množení a působení na tkáně 
hostitele. Infekce může být vyvolána řadou patogenních agens, mezi které paří například 
bakterie, viry, plísně, kvasinky, protozoa nebo mnohobuněční parazité. Infekci můžeme dělit 
na bezpříznakovou a příznakovou, vedoucí k poškození hostitele. Odpovědí na infekci je 
nejprve aktivace vrozeného imunitního systému, která může být doprovázena zánětem. 
V pozdějších fázích dochází i k zapojení adaptivní imunity.  
2.6.1 Vztah infekce a chladu  
 Vztah poklesu teploty okolního prostředí a pravděpodobnosti nákazy některými 
infekčními agens je zkoumán již od nepaměti. Tento vztah se zdá být významný především pro 
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sezónní virové infekce. Bylo zjištěno, že kombinace ochlazení prostředí společně s poklesem 
relativní vlhkosti vzduchu pozitivně ovlivňuje infekčnost rhinovirů a virů chřipky (Ikäheimo et 
al., 2016; Lowen et al., 2007). Dalším virem vykazujícím sezónní chování se signifikantně 
zvýšenou incidencí v zimě je respirační syncytiální virus (Chadha et al., 2020). Ovšem, existují 
i viry, které jsou více infekční v letních měsících. Jedná se především o enteroviry (Brinkman 
et al., 2017). Akutní chladový stres může zvyšovat také náchylnost k bakteriálním infekcím 
(Belay et al., 2017). 
Přestože byly objeveny některé mechanismy vysvětlující vyšší vnímavost hostitele 
k patogenům v chladném prostředí, ucelený obraz zatím neexistuje. Například vlivem 
působení nízkých teplot dochází k ochlazování nosní sliznice, které vytváří příznivé prostředí 
pro infekci rhinoviry. Byl pozorován teplotně závislý pokles produkce interferonů typu I. a III. 
epiteliálními buňkami nosní sliznice a následné ovlivnění odpovědi přirozené imunity hostitele 
(Foxman et al., 2015). Vdechování chladného suchého vzduchu navíc zhoršuje mukociliární 
transport, zvyšuje produkci muku a poškozuje epitel samotný. Zdá se, že negativní roli na 
protektivní funkce imunitního systému má také snížená hladina vitamínu D v zimních měsících. 
Významným faktorem, který nelze opomíjet zejména u člověka, je také častější pobyt  
v uzavřených prostorách během zimních měsíců. Relativní vlhkost vzduchu uvnitř místnosti 
bývá obvykle nízká, zatímco koncentrace osob je vyšší. Tím dochází k vytvoření ideálních 
podmínek pro šíření některých patogenů. (Audi et al., 2020).  
2.7 Toll-like receptory 
 Aby imunitní systém včas rozpoznal nebezpečí a ubránil se potenciální infekci, 
potřebuje sadu receptorů, které rozeznávají unikátní molekulární vzory spojené s patogeny 
(pathogen-associated molecular patterns, PAMPs). Jedněmi z takových receptorů jsou Toll-
like receptory (Toll-like receptors, TLRs). Ty, kromě schopnosti rozeznávat PAMPs, také 
dovedou rozeznávat molekuly produkované infikovanými, poškozenými a umírajícími 
buňkami v důsledku zánětu. Tyto molekuly jsou známé jako alarminy, nebo 
s poškozením/nebezpečním asociované molekuly (Damage/Danger-associated molecular 
patterns, DAMPs) (Moresco et al., 2011). TLR byly poprvé objeveny jako lidské homology Toll 
receptorů vrozené imunity drozofily. Podobně jako drozofilární Toll, i lidské TLR obsahovaly 
extracelulární doménu bohatou na leucinové repetice (leucine-rich repeat, LRR) (Medzhitov 
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et al., 1997). Od té doby bylo identifikováno celkem 10 lidských a 12 myších TLR. Jedná se o 
transmembránové receptory, které se vyskytují buď na buněčné membráně, nebo 
v intracelulárních váčcích a zde tvoří homo- nebo heterodimery. TLR jsou exprimovány 
zejména buňkami vrozené, ale i adaptivní imunity. Některé však nalezneme i na buňkách mimo 
imunitní systém – například na epitelech, endotelu, fibroblastech nebo astrocytech (Johnson 
et al., 2018; Moresco et al., 2011). Aktivací TLR se spouští signální dráhy vedoucí k produkci 
prozánětlivých cytokinů, antimikrobiálních peptidů, vyšší proliferaci a přežívání, nebo naopak 
k apoptóze buněk (Ullah et al., 2016).  
2.7.1 TLR signalizace 
 Jednotlivé PAMPs a DAMPs jsou rozeznávány prostřednictvím LRR na příslušných TLR. 
Po rozeznání ligandu dochází k dimerizaci receptorů, která je klíčová pro nábor adaptorových 
proteinů obsahujících TIR (toll-Interleukin-1 receptor) doménu. Mezi tyto adaptory patří 
například TIRAP (toll-interleukin 1 receptor domain containing adaptor protein), TRAM (TRIF-
related adaptor molecule), MyD88 (myeloid differentiation primary response 88) a TRIF (TIR-
domain-containing adapter-inducing interferon-β). Existují 2 typy signalizace: MyD88-závislá, 
nebo TRIF-závislá dráha (viz. obr. 2) (Kawasaki and Kawai, 2014; Wang et al., 2014a). 
MyD88-závislou dráhu využívají všechny TLR, s výjimkou TLR3. Nejprve adaptorový 
protein TIRAP rekrutuje protein MyD88 na buněčnou membránu.  MyD88 vytvoří komplex 
s kinázami rodiny IRAK (interleukin-1 receptor associated kinase). Kináza IRAK4 aktivačně 
fosforyluje kinázu IRAK1, která se dále sama autofosforyluje a uvolňuje se z komplexu. IRAK1 
poté asociuje s TRAF6 (TNF receptor associated factor 6) E3 ubiquitin ligázou a ta aktivačně 
polyubiquitinuje TAK1 kinázu (mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7), která patří 
do rodiny mitogenem aktivovaných proteinkináz (mitogen-activated protein kinases, MAP).  
Aktivovaná TAK1 spouští dvě signální dráhy: MAP kinázovou dráhu a dráhu kinázy inhibitoru 
jaderného faktoru κ (IκB kinase, IKK). IKK komplex je tvořen podjednotkami IKKα  a IKKβ, které 
jsou katalytické a podjednotkou  IKKγ (známou též jako NEMO), která je regulační. 
Prostřednictvím ubiquitinových řetězců se TAK1 váže na IKK komplex, fosforyluje IKKβ a tím ji 
aktivuje. IKK komplex poté fosforyluje inhibiční protein IκBα (inhibitor of nuclear factor kappa 
B), který je degradován v proteazomu. To umožní vyvázání transkripčního faktoru NF-κB 
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(nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) a jeho translokaci do jádra, kde 
indukuje transkripci řady prozánětlivých cytokinů (Kawasaki and Kawai, 2014).  
 
Obrázek 2 – Přehled jednotlivých TLR a jejich signalizačních drah 
TLR rozeznávají odlišné PAMPs a DAMPs. Jsou umístěny buď v cytoplazmatické membráně 
(TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 a TLR6), nebo v membránách endozomů (TRL3, TLR7, TLR8 a TLR9). 
Jejich aktivací dochází ke spuštění MyD88-závislé, nebo TRIF-závislé dráhy, které vedou 
k produkci prozánětlivých cytokinů a interferonů typu I. PGN = peptidoglykan, LPS = 
lipopolysacharid, dsRNA = dvouvláknová RNA, ssRNA = jednovláknová RNA, CpG DNA = 
nemetylované cytosin-fosfát-guaninové úseky DNA. Převzato a upraveno: (Wang et al., 2014a) 
Naopak TRIF-závislá dráha je využívána především TLR3, ale také TLR4. Zatímco TLR3 
interaguje s TRIF přímo, TLR4 interaguje s TRIF prostřednictvím adaptoru TRAM. TRIF poté 
asociuje s proteiny TRAF3 a TRAF6. Zde se signalizace rozdělí do dvou větví. TRAF3 tvoří 
komplex s kinázami TBK1 (TANK-binding kinase 1) a IKKi, který fosforyluje transkripční faktor 
interferon regulující faktor 3 (interferon regulatory factor 3, IRF3). Zároveň tvoří další komplex 
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s kinázami IRAK1 a IKKi, který fosforyluje transkripční faktor IRF7. Fosforylované transkripční 
faktory IRF3 a IRF7 se poté translokují do jádra, kde spouští transkripci  interferonů typu I. 
TRAF6  rekrutuje kinázu RIP1 (Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1), která 
aktivuje TAK1 kinázu. Tato dráha vede k uvolnění transkripčního faktoru NF-κB a transkripci 
prozánětlivých cytokinů.  
TLR7/8 a TLR9 signalizace také spouští produkci interferonů typu I., ovšem 
prostřednictvím jiné dráhy (Ullah et al., 2016).  
2.7.2 Přehled jednotlivých TLR a jejich ligandů  
 Následující tabulka (1) zobrazuje nejdůležitější TLR a jejich přirozené ligandy: 
Receptor Ligandy a jejich původ 
TLR1 Triacyl lipopeptidy (bakterie, mykobakterie) 
TLR2 Peptidoglykan (bakterie), zymosan (kvasinky), atypický lipopolysacharid 
(Leptospira, Porphyromonas), glykolipidy (bakterie, mykobakterie), poriny 
(Neisseria), glykoinositolfosfolipidy (Trypanozoma, Toxoplasma), hemaglutinin 
(virus spalniček), HSP70 (hostitel), HMGB1 (hostitel) 
TLR3 dvouvláknová RNA (viry) 
TLR4 Lipopolysacharid (gramnegativní bakterie), manan (kvasinky), fúzní protein 
(lidský respirační syncytiální virus), taxol (rostliny), HSP60 (hostitel), HSP70 
(hostitel), HMGB1 (hostitel), fibrinogen (hostitel), heparansulfát (hostitel), 
fragmenty kyseliny hyaluronové (hostitel) 
TLR5 Flagelin (bakterie) 
TLR6 Diacyl lipopeptidy (mykoplazmata), kyselina teichoová (grampozitivní 
bakterie) 
TLR7 jednovláknová RNA (viry) 
TLR8 jednovláknová RNA (viry) 
TLR9 nemetylované cytosin-fosfát-guaninové úseky DNA (bakterie, mykobakterie, 
viry, protozoa) 
 
Převzato a upraveno: (Sandig and Bulfone-Paus, 2012; Savva and Roger, 2013) 
2.7.2.1 TLR2 
 TLR2 byl poprvé identifikován a popsán v roce 1998 společně s TLR1, TLR3, TLR4 a TLR5 
(Rock et al., 1998). Tento receptor je umístěn v cytoplazmatické membráně, kde se účastní 
rozpoznání řady bakteriálních, mykobakteriálních, kvasinkových, protozoárních, ale i virových 
PAMPs. Kromě toho je aktivován i některými DAMPs. TLR2 většinou tvoří heterodimery buď 
s TLR1, nebo s TLR6. Zdá se však, že může působit i ve formě homodimeru s dalším TLR2. 
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Zatímco TLR1/2 heterodimer rozeznává triacyl lipopeptidy, mezi ligandy TLR6/2 heterodimeru 
patří diacyl lipopeptidy a kyselina teichoová (Savva and Roger, 2013). TLR2 je hojně 
exprimován na myeloidních dendritických buňkách, monocytech, granulocytech, NK buňkách 
(přirozený zabíječ, natural killer cell) a B lymfocytech. Vyskytuje se také na T lymfocytech (Yeh 
et al., 2016). Aktivace TLR2, ale také TRL4 a TLR7 je u B lymfocytů marginální zóny sleziny 
důležitá pro protilátkovou odpověď nezávislou na T lymfocytech (Rubtsov et al., 2008).  
2.7.2.2 TLR3 
TLR3 se nachází uvnitř cytoplazmy v membránách endozomů a jako jediný z TLR 
nevyužívá MyD88-závislou dráhu. Jeho přirozeným ligandem je dvouvláknová RNA virů. TLR3 
je exprimován převážně myeloidními dendritickými buňkami. Ovšem, lze jej nalézt i na B 
lymfocytech, NK buňkách (Mancini et al., 2020; Yeh et al., 2016), CD8+ T lymfocytech 
(Mansson et al., 2006), nebo γδT lymfocytech (Wesch et al., 2006).  
2.7.2.3 TLR4 
 TLR4 je pravděpodobně nejlépe popsaným TLR. Přestože se vyskytuje hlavně na 
cytoplazmatické membráně,  může být internalizován a účastnit se signalizace vedoucí 
k produkci interferonů typu I. Nejznámějším přirozeným ligandem TLR4 je lipopolysacharid 
(Lipopolysaccharide, LPS). TLR4 s ním však přímo neinteraguje. LPS je nejprve rozeznán 
proteinem LBP, který jej dále přenáší na protein CD14. Z proteinu CD14 LPS putuje na protein 
MD-2, asociovaný s extracelulární doménou TLR4. Vazbou LPS dochází k dimerizaci MD-2 a 
TLR4. Komplex může signalizovat buď z buněčné membrány, nebo z endozomu (Marongiu et 
al., 2019). Mezi další významné ligandy TLR4 patří DAMPs. Vysokou expresí TLR4 se vyznačují 
především myeloidní dendritické buňky, monocyty, granulocyty, B lymfocyty a v menší míře i 
T lymfocyty (Mancini et al., 2020; Yeh et al., 2016). Kromě toho byl TLR4 objeven i v řadě tkání, 
například ve svalech, mozku, játrech, nebo plicích (Park et al., 2020).  
2.7.3 Aktivace TLR v tukové tkáni 
 Řada studií dokázala, že aktivace některých TLR v tukové tkáni vede k nastavení 
prozánětlivého prostředí a často je spojená s obezitou (Artemniak-Wojtowicz et al., 2020). 
Během obezity dochází v tukové tkáni ke zvýšení exprese TLR a zároveň jsou potlačeny 
negativní regulátory TLR signalizace, což vede k jejímu zesílení. Zdá se, že k vyšší aktivaci TLR 
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v tuku přispívá také změna střevního mikrobiomu během obezity, která je spojená s vyšší 
produkcí LPS a dalších ligandů TLR (Miura et al., 2017). Kromě toho se na prozánětlivém 
fenotypu podílí  i makrofágy, které se vlivem TLR aktivace repolarizují z protizánětlivých M2 
na prozánětlivé M1 (Sindhu et al., 2019). Aktivace TLR4 u eozinofilů v tuku negativně ovlivňuje 
jejich schopnost produkovat cytokiny typu 2 a podporovat M2 fenotyp makrofágů (Yoon et al., 
2019).  
 TLR jsou následkem infekce aktivovány i v BAT a WAT neobézních jedinců. To bylo 
pozorováno například během napadení parazitem Trypanosoma cruzi (Nagajyothi et al., 2012). 
V souvislosti s vlivem infekce na chladovou adaptaci bylo zjištěno, že aktivace zejména TLR4, 
ale také TLR2 a komponenty inflamazomu NLRP3 (NLR family pyrin domain containing 3) vede 
v BAT ke snížení exprese UCP1 a atenuaci netřesové termogeneze (Bae et al., 2014; Okla et al., 
2015). Ve WAT aktivace TLR4 a NLRP3 inhibuje béžovění adipocytů (Okla et al., 2018). Na 
myším modelu se ukázalo, že inhibice signalizace TLR4 naopak béžovění adipocytů podporuje. 
Zdá se tedy, že infekce na chladovou adaptaci působí negativně (Cao et al., 2018).  
 Přestože existuje několik prací zabývajících se tímto fenoménem, vliv současného 














3. Cíle práce 
 Tato práce je součástí širšího projektu, jehož cílem je popsat vliv působení chladového 
stresu, nebo chladové adaptace na imunitní systém a následné změny v metabolismu 
imunitních buněk. Cílem této práce je především popsat jak kombinace působení chladu a 
stimulace TLR ovlivní imunitní systém. Dalším cílem je identifikovat rozdíly v imunitní odpovědi 
mezi jedinci vystavenými chladu krátkodobě a dlouhodobě.  
Práce je členěna do dvou úseků:  
• I: popsat vlivy působení ligandů TLR na imunitní buňky po krátkodobém vystavení 
chladu, nebo chladové adaptaci.  


















4. Materiál a metody  
Pokusy se zvířaty byly rozděleny na dvě části. V části I byl sledován vliv chladu na 
imunitní systém. Pro stanovení změn v reaktivitě buněk imunitního systému po krátkodobém 
chladu (předpokládaný vznik chladovém stresu) a adaptaci byly splenocyty adaptovaných 
zvířat stimulovány ligandy TLR. V části II byl sledován vliv ovlivnění zvířat ligandem TLR2/6 v 
průběhu chladové adaptace na některé parametry imunitního systému. 
4.1 Zvířata 
  Pro oba experimenty byli použiti potkaní samci kmene Wistar (Velaz, s.r.o., Praha, ČR), 
jejichž průměrná hmotnost na začátku experimentu byla 250 g. V části I byla zvířata rozdělena 
do tří skupin: kontrolní, adaptovaná 1 den (~chladový stres) a adaptovaná 14 dní (~chladová 
adaptace). Kontrolní skupina potkanů (K) byla chována v místnosti při pokojové teplotě 
25±1°C. Skupiny adaptované 1 den (1D), nebo 14 dní (14D) byly chovány odděleně od kontrolní 
skupiny, v chladové komoře s teplotou nastavenou na 10±1°C. Výsledky byly získány z pěti na 
sobě nezávislých experimentů, každá skupina tvořila 22 zvířat.  
V části II byla zvířata rozdělena do 6 skupin (viz. tabulka 2). Kontrolní skupiny byly 
chovány v místnosti při pokojové teplotě 25±1°C. Skupiny 1D, nebo 14D byly chovány 
odděleně od kontrolních skupin, v chladové komoře při teplotě 10±1°C. 24h před ukončením 
pokusu byl potkanům v závislosti na skupině intraperitoneálně aplikován buď TLR2/6 ligand, 
nebo kontrolní roztok, kterým byl fosfátový pufr (Phosphate Buffered Saline, PBS) (viz časová 
osa). Jako TLR2/6 ligand byl vybrán syntetický diacyl lipopeptid Pam2CSK4 (InvivoGen, San 
Diego, California, USA), který byl rozpuštěn v PBS. Použitá koncentrace byla 100 μg/kg. Skupiny 
bez TLR2/6 ligandu tvořilo 4-6 zvířat a skupiny s TLR2/6 ligandem tvořilo 6 zvířat. Výsledky byly 
získány z jednoho experimentu.   
Potkani byli chováni ve světelném režimu 12/12, s neomezeným přístupem k vodě a 
krmivu. Potkani byli krmeni standardní dietou ST1. Adaptace zvířat byla provedena ve 
spolupráci se skupinou bioenergetiky a svalové fyziologie PřF UK. Zvířata byla uvedena do 




Tabulka 2 – Rozdělení zvířat v části II:  
Pořadí Skupina Počet zvířat Ovlivnění 
1. K- 4 - 
2. K+ 6 TLR2/6 
3. 1D- 4 - 
4. 1D+ 6 TLR2/6 
5. 14D- 4 - 
6. 14D+ 6 TLR2/6 
 
  Časová osa experimentu části II:  
 
4.2 Médium 
 Pro pokusy bylo využito kultivační médium RPMI 1640 (Sigma Chemical Co., St. Louis, 
MO), které bylo doplněno buď 5%, nebo 10% tepelně inaktivovaným fetálním telecím sérem 
(fetal bovine serum - FBS) (Sigma, Grand Island, NY), penicilinem (100 μg/ml, Sigma), 
streptomycinem (100 μg/ml, Sigma), 2-merkaptoetanolem (5x10-5 M, Sigma) a HEPES pufrem 
(10 mM, Sigma). Médium je dále označené jako RPMI.  
4.3 Roztoky 
• PBS: pH 7,2 – 7,4, 37 mM NaCl, 10 mM fosfát, 2,7 mM KCl 
• 10x ACK lyzační pufr: 1,5M NH4Cl, 100mM KHCO3, 10mM EDTA-2Na 
• Promývací pufr ELISA: 0,05 % Tween-20 (Sigma-Aldrich) v PBS  
• Reagent diluent ELISA: 1 % BSA (Bovine Serum Albumin) (Sigma) v PBS 
• TMES: pH 7,4, 20mM Tris, 3 mM MgCl2, 1 mM kyselina ethylendiamintetraoctová 
(EDTA), 250 mM sacharóza 
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• Bicinchoninic Acid (BCA) Protein assay: 
Činidlo A:  pH 11,25 
•  8 g Na2CO3 . H2O 
• 1,6 g vinan sodný 
•  doplněno destilovanou vodou (dH2O) do 100 ml 
Činidlo B:  
• 3 g bicinchoninová kyselina 
• doplněno dH2O do 100 ml  
Činidlo C: 
• 0,5 g CuSO4 . 5H2O 
• doplněno dH2O do 10 ml  
• Laemmliho vzorkový pufr (Laemmli Sample Buffer, SLB) 4x koncentrovaný: pH 6,8,  
4 ml glycerol, 2,6 ml Tris, 0,8g dodecylsíran sodný (SDS), 0,8 g dithiothreitol (DTT), 
1 mg bromfenolová modř, doplněno dH2O do 10 ml 
• Pufr 1 SDS-PAGE elektroforéza: pH 8,8, 18,17 g Tris, doplněno do 100 ml dH2O 
• Pufr 2 SDS-PAGE elektroforéza: 6,05 g Tris, doplněno do 100 ml dH2O 
• Elektroforetický pufr 10x koncentrovaný: 30,3 g Tris, 144 g glycin, 10g SDS, 
doplněno dH2O do 1 l 
• Blotovací pufr Western blot: 15,14 g Tris, 71,31 g glycin, 1 l 20% metanol, doplněno 
do 5 l dH2O 
• TBS pufr (Tris-buffered saline, TBS) 10x koncentrovaný: pH 7,6, 87,66 g NaCl, 24,22 
g Tris, doplněno do 1l dH2O 
• Blokovací pufr Western blot: 5 g odtučněného mléka, 10 ml TBS, 100 μl Tween-20, 
90 ml dH2O 
• Ředící pufr Western blot: 1 g odtučněného mléka, 10 ml TBS, 100 μl Tween-20, 90 
ml dH2O 





4.4 Ligandy TLR použité pro kultivaci s buňkami 
Tabulka 3 – koncentrace použitých ligandů TLR. Koncentrace byly vybrány na základě 
předběžných experimentů : 
Název Receptor Koncentrace Výrobce  
Lipopolysacharid TLR4 3 μg/ml Sigma 
Poly(I:C) TLR3 10 μg/ml 
Novus Biologicals  
(Centennial, CO) 
Pam2CSK4 TLR2/6 300 ng/ml InvivoGen 
 
4.5 Použitý software 
• Ovládací software pro průtokový cytometr FACSDiva Software (BD, Franklin 
Lakes, NJ) 
• Vyhodnocovací software pro data získané průtokovou cytometrií GateLogic 
400.2A (Invai, Mnetone, Australia) 
• Ovládací software pro spektrofotometr Revelation Qucklink (Dynex Technologies, 
Chantilly, VA) 
• Ovládací software pro spektrofotometr Gen5 (BioTek Instruments, Winooski, VT) 
• Software pro analýzu membrán a filmů Fiji  
• Statistické zpracování výsledků: program GraphPad Prism8 (GraphPad Software, La 
Jolla, CA) 
4.6 Použité technické vybavení 
• Laminární box CleanAir (Schoeller Instruments s.r.o., Praha, Česká republika) 
• Laminární box SafeFAST premium (DASITgroup, Cornaredo, Italy) 
• CO2 inkubátor (Sanyo, Osaka, Japan ; Panasonic, Osaka, Japan) 
• Centrifuga Hettich Universal 32R (DJB Labcare, Buckinghamshire, England) 
• Centrifuga 5810R (Eppendorf, Hamburg, Germany) 
• Průtokový cytometr LSR II (BD) 
• Spektrofotometr microplate reader ELx800 (Biotek, Winooski, VT) 
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• Spektrofotometr Synergy HT (Biotek, Winooski, VT) 
• Ultrazvukový sonikátor Sonolupus (Bandelin, Berlin, Germany)  
• Vyvolávacího přístroj (Optimax) 
 
4.7 Izolace buněk a tkání 
 Potkanům byla po usmrcení odebrána krev pro přípravu séra, srdce, peritoneální 
buňky, slezina, BAT a WAT pro další zpracování.  
4.7.1 Slezina 
 Odebraná slezina byla rozdělena na dvě části. Jedna část byla zamražena v tekutém 
dusíku a uložena do -80°C pro další zpracování. Druhá část byla přenesena do 5 ml 5% RPMI. 
4.7.1.1 Izolace buněk sleziny 
 Odebraná část sleziny v 5% RPMI byla zhomogenizovaná a přefiltrovaná přes 
nylonovou gázu. Vzniklá suspenze byla centrifugována (8 min, 8°C, 170x g). Získané splenocyty 
byly resuspendovány v 10% RPMI a pomocí Bürkerovy komůrky byla stanovena jejich 
koncentrace. Část splenocytů byla využita pro analýzu na průtokovém cytometru. Zbytek 
splenocytů byl dále kultivován s ligandy TLR a využit na ELISA testy, Western blot, nebo analýzu 
na průtokovém cytometru.  
4.7.2 Izolace peritoneálních buněk 
 Peritoneální buňky byly získány výplachem peritoneální dutiny usmrcených zvířat. 
Získaná suspenze byla centrifugována (8 min, 8°C, 170x g) a poté resuspendována v 1x ACK 
(Ammonium-Chloride-Potassium) lyzačním pufru. Tím bylo docíleno odstranění červených 
krvinek. Suspenze byly centrifugována (8 min, 8°C, 170x g). Získané buňky byly 
resuspendovány v 10% RPMI a byla stanovena jejich koncentrace prostřednictvím Bürkerovy 




4.8 Průtoková cytometrie 
 Metodou průtokové cytometrie (Fluorescent Activated Cell Sorting, FACS) byly měřeny 
relativní změny v zastoupení imunitních populací sleziny v den pokusu a po kultivaci s ligandy 
TLR. Detekovány byly povrchové znaky a intracelulární cytokiny.  
 Pro kultivaci byly využity 24-jamkové kultivační destičky (NUNC). Splenocyty byly 
kultivovány v 10% RPMI médiu v koncentraci 3 x 106 buněk, ve finálním objemu 1000 μl. Buňky 
byly neovlivněné, nebo ovlivněné ligandy TLR: LPS, Poly(I:C) a Pam2CSK4. Kultivace probíhala 
po dobu 72 hodin, při teplotě 37°C v 5% CO2 atmosféře v inkubátoru. Pro detekci 
intracelulárních cytokinů byly buňky poté ještě restimulovány 8 hodin.  
Pro detekci povrchových znaků v den pokusu, nebo po 72h kultivace byly vzorky 
připraveny podle následujícího postupu: 
• V den pokusu: Suspenze splenocytů v 10% RPMI byla přenesena do zkumavek 
a centrifugována (8 min, 8°C, 170x g). Zkumavky byly umístěny na led.  
• Po 72h kultivaci: Buňky v kultivační 24-jamkové destičce byly nejprve 
přeneseny na led, seškrábány pomocí škrabky a přeneseny do zkumavky. 
Zkumavky byly doplněny PBS, centrifugovány (8 min, 8°C, 170x g) a umístěny 
na led.  
Následující kroky jsou již společné pro oba dny: 
• Splenocyty byly resuspendovány v 1x ACK lyzačním pufru pro odstranění 
červených krvinek po dobu 1 minuty a centrifugovány (8 min, 8°C, 170x g).  
• Vzniklé pelety buněk byly resuspendovány v objemu 300 μl PBS a 
rozpipetovány na 96-jamkovou destičku s kulatým dnem (NUNC) v objemu 200 
μl na jamku.  
• Destička byla centrifugována (3 min, 4°C, 170x g). 
• Vzniklé pelety buněk byly rozvolněny a barveny 10 μl naředěné směsi protilátek 
proti povrchovým znakům. Destička byla inkubována ve tmě (30 min, 4°C). 




• K rozvolněným peletám bylo přidáno 200 μl PBS a 10 minut před měřením bylo 
přidáno 20 μl barviva Hoechst 33258 (Sigma) pro značení mrtvých buněk. 
• Detekce pomocí průtokového cytometru LSR II. Gaetovací strategie viz obr. 3. 
Pro současnou detekci povrchových znaků a intracelulárních cytokinů v den pokusu, 
nebo po 72h kultivace byly vzorky připraveny podle následujícího postupu: 
• Destička s 200 μl splenocytů byla centrifugována (3 min, 4°C, 170x g). 
• Vzniklé pelety buněk byly rozvolněny a nabarveny 10 μl naředěné směsi 
protilátek proti povrchovým znakům. Zároveň bylo provedeno značení mrtvých 
buněk pomocí barviva Fixable Viability Die eFluor® 450 (eBioscience). Destička 
byla inkubována ve tmě (30 min, 4°C). 
• Jamky byly 3x promyty PBS a destička byla vždy centrifugována (3 min, 4°C, 
170x g). 
• Pelety byly rozvolněny a bylo k nim přidáno 100 μl fixačního pufru (Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA). Destička byla nejprve inkubována ve tmě (10 min, 4°C) a poté 
při laboratorní teplotě ve tmě (20 min, 25°C). 
• K buňkám bylo přidáno 100 μl permeabilizačního pufru (Invitrogen) a destička 
byla centrifugována (4 min, 25°C, 300x g). 
• Jamky byly promyty permeabilizačním pufrem a destička byla centrifugována 
(4 min, 25°C, 300x g). 
• Vzniklé pelety byly rozvolněny a nabarveny 10 μl naředěné směsi protilátek 
proti intracelulárním cytokinů. Destička byla inkubována ve tmě (30 min, 25°C). 
• Jamky byly 3x promyty permeabilizačním pufrem a destička byla vždy 
centrifugována (4 min, 25°C, 300x g). 
• Pelety byly rozvolněny a bylo k nim přidáno 200 μl permeabilizačního pufru. 
• Detekce pomocí průtokového cytometru LSR II.  
 
K měřený byly použity monoklonální protilátky konjugované s fluorochromy: Alexa 
Fluor 700 (Alexa 700), fluorescin isothiokyanát (FITC), alofykocyanin (Allophycocyanine, APC) 
a fykoerythrin (Phycoerythrin, PE) (viz. tabulka 4). Protilátky na detekci povrchových znaků 
byly ředěny v PBS a protilátky na detekci intracelulárních cytokinů v permeabilizačním pufru 
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(permeabilizační/fixační kit, Ivitrogen). Ke značení mrtvých buněk byla využita barviva Hoechst 
33258 (1: 40 000 v PBS) a Viability Die eFluor® 450 (1 : 1000 v PBS). 
 
Tabulka 4 - protilátky využité pro průtokovou cytometrii: 
Znak Fluorochrom Specifita Klon 
Koncentrace 
(mg/ml) 
Ředění  Výrobce 
CD45 Alexa 700 anti-rat OX-1 0,5 1 : 110 BioLegend 
CD45 FITC anti-rat OX-1 0,5 1 : 120 SONY 
CD45RA FITC anti-rat OX-33 0,5 1 : 110 SONY 
CD45RA APC anti-rat OX-33 0,2 1 : 120 SONY 
CD11b/c APC anti-rat OX-42 0,2 1 : 120 BioLegend 
CD3 APC anti-rat 1F4 0,2 1 : 100 SONY 
γδTCR PE anti-rat V65 0,2 1 : 130 SONY 
CD25 PE anti-rat OX-39 0,2 1 : 130 BioLegend 
CD80 PE anti-rat 3H5 0,2 1 : 100 BD Biosciences 
IL-17 APC anti-mouse eBio17B7 0,2 1 : 70 eBioscience 

















Obrázek 3 – ukázka gatovací strategie B lymfocytů (CD45RA z CD45; CD80 z CD45RA), 
myeloidních buněk (CD11b/c z CD45; CD80 z CD11b/c) a T lymfocytů (CD3 z CD45; CD25 z CD3). Na 
základě parametrů forward scatter (FSC-A) a side scatter (SSC) byly určeny buňky, na základě  
parametru forward scatter (FSC-H a FSC-A) byly určeny singlety. Pomocí parametru forward scatter 
(FSC-A) a značení Hoechst 33258 byly určeny živé buňky, dále byly vybrány CD45+ buňky a z nich 
jednotlivé diferenciační znaky. Z Populace CD11b/c byla dále vybrána populace pozitivní na CD80 a 




Obrázek 4 – ukázka gatovací strategie intracelulárních cytokinů z γδT lymfocytů. Buňky, 
singlety a živé buňky byly určeny podobně jako na předchozím obrázku. Dále byly vybrány CD45+ buňky 
a z nich γδT lymfocyty (γδTCR z CD45). Osa x = side scatter (SSC). Dále  byly určovány populace γδT 










4.9 ELISA  
 Metoda ELISA byla využita k měření produkce cytokinů z izolovaných splenocytů a 
peritoneálních buněk. U splenocytů byly stanovovány koncentrace cytokinů IL-6 a IL-10. U 
peritoneálních buněk byly změřeny koncentrace cytokinů  IL-1β, IL-6, IL-10 a TNF-α.  
 Kultivace splenocytů a peritoneálních buněk probíhala v 10% RPMI médiu ve 24-
jamkových destičkách (NUNC). Splenocyty byly kultivovány v koncentraci 3 x 106 buněk, ve 
finálním objemu 1000 μl. Peritoneální buňky byly nasazeny v koncentraci 1 x 106 buněk, ve 
finálním objemu 1000 μl. Buňky byly neovlivněné, nebo ovlivněné ligandy TLR: LPS, Poly(I:C) a 
Pam2CSK4. Kultivace probíhala po dobu 24 nebo 72 hodin při teplotě 37°C v 5% CO2 atmosféře 
v inkubátoru. Z kultur byl odebírán supernatant pro stanovení cytokinů: po 24h (IL-1β, IL-6, 
TNF-α), nebo po 72h (IL-10).  
4.9.1 DuoSet ELISA Development System R&D 
 Koncentrace cytokinů byla stanovována podle kitu DuoSet ELISA Development System 
R&D (R&D systems). ELISA test byl prováděn v 96-jamkových destičkách Costar® (Corning Inc., 
NY, USA). Postupováno bylo podle návodu od výrobce: 
• Bylo naneseno 100 μl primární protilátky ředěné v PBS (podle výrobce) a 
destička byla přes noc inkubována při pokojové teplotě. 
• Destička byla 3x promyta promývacím pufrem. 
• Jamky byly blokovány 200 μl Reagentu diluentu po dobu 1 hodiny a znovu 3x 
promyty promývacím pufrem. 
• Bylo přidáno 100 μl blanku, standartu a vzorků. Destička byla inkubována 2 
hodiny při pokojové teplotě a poté byla 3x promyta promývacím pufrem. 
• Bylo naneseno 100 μl sekundární protilátky ředěné v Reagentu diluentu (podle 
výrobce), destička byla inkubována 2 hodiny při pokojové teplotě a poté 3x 
promyta promývacím pufrem. 
• Bylo přidáno 100 μl Streptavidinu-HRP (ředěno v Reagentu diluentu 1 : 40). 
Destička byla inkubována 20 minut ve tmě při pokojové teplotě a poté 3x 
promyta promývacím pufrem. 
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• Bylo přidáno 100 μl substrátu (reagent A + reagent B, 1:1). Destička byla 
inkubována 20 minut ve tmě při pokojové teplotě.  
• Reakce byla zastavena přidáním 50 μl 2N kyseliny sírové (H2SO4).  
• Detekce pomocí spektrofotometru ELx800 při vlnové délce 450 nm a referenční 
vlnové délce 570 nm.  
 
4.10 Western blot 
 Pomocí metody Western blot byly ve vzorcích ze zamražené sleziny a z kultivovaných 
splenocytů detekovány receptory TLR2 a TLR4.  
 Splenocyty byly kultivovány v 10% RPMI v kultivační láhvi (BioLite). Bylo kultivováno 15 
x 106 buněk ve finálním objemu 15 ml. Kultivace probíhala po dobu 24h při teplotě 37°C v 5% 
CO2 atmosféře v inkubátoru. Splenocyty byly neovlivněné, nebo ovlivněné ligandy TLR: LPS a 
Pam2CSK4. Poté byly buňky přeneseny do zkumavky a centrifugovány (8 min, 8°C, 170x g). 
Buněčný pelet byl přenesen do mikrozkumavky (Schoeller). Vzorky byly zamraženy v tekutém 
dusíku a uloženy do -80°C pro další zpracování.  
4.10.1 Stanovení koncentrace proteinů 
 Koncentrace proteinů ve vzorcích byla určena pomocí BCA (Bicinchoninic Acid Assay) 
metody. Postupováno bylo v následujících krocích: 
• Po rozmražení byly vzorky umístěny na led a bylo k nim předáno 50 μl TMES. 
Následně byly vzorky homogenizovány za použití ultrazvukového sonikátoru 
(Bandelin). Výkon přístroje byl nastaven na 50%.  
• Do 96-jamkové destičky byl nejprve napipetován blank (dH2O) a standart (různé 
koncentrace BSA v dH2O, viz tabulka 5).  
• Vzorky byly 100x zředěny dH2O a napipetovány v triplikátech do 96-jamkové 
destičky. Do každé jamky bylo napipetováno 100 μl vzorku.  
• Do jamek bylo přidáno 100 μl reakční směsi (činidla A: B : C, 25 : 26 : 1) a 
destička byla inkubována (30 min, 60°C). 
• Měření absorbance spektrofotometrem Synergy HT při vlnové délce 562 nm.  
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Tabulka 5 - schéma kalibrační křivky BSA: 
Standart BL ST1 ST2 ST3 ST4 ST5 ST6 ST7 ST8 ST9 ST10 ST11 ST12 
Obsah BSA 
[μg] 
0 0,2 0,5 1,0 1,5 2,5 4 6 10 15 20 30 50 
BSA (0,1 μg/μl) 
[μl] 
- 2 5 10 15 25 40 60 100 - - - - 
BSA (1 μg/μl) 
[μl] 
- - - - - - - - - 15 20 30 50 
dH2O [μl] 100 98 95 90 85 75 60 40 - 85 80 70 50 
BL = blank, ST = standart 
4.10.2 SDS-PAGE elektroforéza 
 Vzorky pro SDS-PAGE elektroforézu byly nejdříve naředěny pomocí  dH2O a Laemmliho 
vzorkového pufru na požadovanou koncentraci 1 μg/μl. Laemmliho vzorkový pufr tvořil 1/4 
objemu vzorku. Vzorky byly povařeny po dobu 2 minut na 100°C za účelem denaturace 
proteinů a uchovány v -20°C.  
 SDS-PAGE elektroforéza byla provedena následujícím způsobem: 
• Byl připraven 10% dělící gel pro separaci proteinů: 4 ml dH2O, 2,5 ml pufr 1, 
3,35 ml 30% akrylamid-0,8% N,N´-metylen bisakrylamid, 100 μl 10% SDS, 4 μl 
tetrametyletylendiamin (TEMED), 45 μl 10% peroxodisíran amonný (APS). Gel 
byl nalit do sestavené elektroforetické aparatury a přelit roztokem butanolu a 
vody (3 : 1). Polymerace gelu probíhala 45 minut.  
• Roztok butanolu byl odmyt dH2O. Dělící gel byl převrstven 4% zaostřovacím 
gelem: 3 ml dH20, 1,25 ml pufr 2, 0,65 ml 30% akrylamid-0,8% N,N´- metylen 
bisakrylamid, 50 μl 10% SDS, 4 μl TEMED, 45 μl 10% APS. Do zaostřovacího gelu 
byl vsunut hřebínek a jeho polymerace probíhala 15 minut.  
• Aparatura byla umístěna do elektroforetického pufru a hřebínek byl vysunut. 
Do vzniklých jamek byly naneseny 4 μl standartu molekulové hmotnosti a 
vzorky v objemu 10, nebo 20 μl.  




4.10.3 Western blot 
 Metoda Western blot byla provedena v následujících krocích: 
• Byla sestavena blotovací aparatura. Po ukončení elektroforetické separace byl 
nejprve odstraněn zaostřovací gel. Dělící gel se vzorky byl vyjmut a položen na 
nitrocelulózovou membránu (Amerham). 
• Blotovací aparatura s gelem a membránou byla zalita blotovacím pufrem.  
• Přenos proteinů na membránu (60 min, 100 V, konstantní napětí). 
• Pomocí barvení Ponceau S byla zkontrolována správnost nanášky proteinů.  
• Membrány byly blokovány v blokovacím pufru po dobu 30 minut a poté byly 
přeneseny do ředícího pufru s primárními protilátkami (ředění viz. tabulka 6), 
kde byly ponechány přes noc při 4°C. 
• Druhý den byla membrána opláchnuta dH2O a 3x promyta promývacím pufrem.  
• Membrána byla přenesena do ředícího pufru se sekundárními protilátkami 
(ředění viz. tabulka 6), kde byla ponechána 1 hodinu při pokojové teplotě. Poté 
byla znovu opláchnuta dH2O a 3x promyta promývacím pufrem. 
• Membrána byla inkubována se substrátem pro křenovou peroxidázu 
SuperSignal West Dura (ThermoFisher Scientific), nebo SuperSignal West 
Femto (ThermoFisher Scientific). 
• K membráně byl v temné komoře přiložen film (Agfa), který byl vyvolán pomocí 
vyvolávacího přístroje. Film byl digitalizován.  







TLR2 1 : 1000 
Novus 
biologicals 
anti-rabbit 1 : 20 000 Cytiva 
TLR4 1 : 1000 
Santa Cruz 
Biotechnology 
anti-mouse 1 : 20 000 Cytiva 
beta-aktin 1 : 5000 
Santa Cruz 
Biotechnology 





4.11 Statistická analýza 
 Změřená data byla statisticky vyhodnocena pomocí programu GraphPad Prism8. 
Jednotlivé sloupce grafů vyjadřují průměry získaných hodnot +/- SEM. Byla použita 
jednosměrná analýza rozptylu (analysis of variance - ANOVA). Za statisticky signifikantní byly 
považovány hodnoty statistické odchylky P≤0,05(*, #), P≤0,01(**, ##), P≤0,001(***, ###) a 

















 Tato práce navazuje na výsledky z Laboratoře bioenergetiky a svalové fyziologie RNDr. 
Jitky Žurmanové, Ph.D., kde byla optimalizována chladová adaptace a na výsledky z diplomové 
práce Mgr. Daniela Vaška, která se zabývala vlivem chladové adaptace na imunitní systém. 
Některé otázky, které vyvstaly při řešení této diplomové práce, byly podnětem pro navázání 
na toto téma a vytvoření modelu, pomocí kterého by bylo možné popsat, jak chladová 

















5.1 Hmotnost BAT 
Pro zdokumentování chladové adptace byla potkanům odebrána BAT z mezilopatkové 
oblasti, která byla zvážena a vyfotografována. Bylo zjištěno, že po 14 dnech chladové adaptace 
dochází k signifikantnímu zvýšení hmotnosti BAT (5A), které je také doprovázeno změnou 
prokrvení (5B). BAT izoloval Bc. František Galatík. Výsledky získal Mgr. Daniel Vašek.  
 
Obrázek 5 – porovnání hmotnosti a vzhledu hnědé tukové tkáně (BAT). Porovnání 
hmotnosti (5A) a vzhledu (5B) BAT neadaptovaných a chladově adaptovaných zvířat. Osa y 
v grafu = hmotnost BAT na 1 kg potkana. K = kontrola, 1D = zvířata adaptovaná 1 den, 14D = 
zvířata adaptovaná 14 dní. Výsledky a fotografie opatřil Mgr. Daniel Vašek. ***P<0,001; 




5.2 Působení ligandů TLR  
Práce byla rozdělena na dvě části. První část se zabývala především vlivem ligandů TLR 
na buňky získané ze zvířat vystavených chladu. Druhá část byla zaměřena na současné 
působení chladu a TLR2/6 ligandu Pam2CSK4 (Pam2) in vivo.  
5.2.1 Působení ligandů TLR in vitro 
 V pokusech in vitro jsme sledovali vliv ligandů TLR na fenotyp splenocytů a 
peritoneálních buněk izolovaných z potkanů po vystavení chladu. Expozice chladu probíhala 1 
den (1D), nebo 14 dní (14D), kontrolní skupina (K) byla chována při pokojové teplotě. 
Splenocyty a peritoneální buňky byly kultivovány bez stimulace (-), nebo s ligandy TLR: 
lipopolysacharidem (LPS), Poly(I:C) (I:C) a Pam2CSK4 (Pam2).  
5.2.1.1 Průtoková cytometrie 
 Pomocí průtokové cytometrie byly na vzorcích splenocytů sledovány změny 
v zastoupení imunitních populací. Protože vlivem chladové adaptace došlo k signifikantnímu 
zlepšení přežívání splenocytů (obr. 6), které se promítalo do absolutních počtů buněk (obr. 6B) 
a značně zkreslovalo změny v populacích (obr. 6D), rozhodli jsme se výsledky vyjádřit 
v procentech. Změna přežívání splenocytů se do výsledků v procentech nepromítala (obr. 6A 
a 6C). Tyto výsledky byly získány v den odběru. Po kultivaci byly rovněž zaznamenány změny 
v přežívání splenocytů (obr.7), které se promítaly do absolutních počtů živých buněk (obr. 7B 
a 7D). Nebyly zaznamenány signifikantní změny v procentuálním zastoupení (obr. 7A a 7C).  
Splenocyty byly kultivovány s ligandy TLR po dobu 72h. Byly změřeny relativní změny 
v zastoupení imunitních populací B lymfocytů (CD45RA z CD45), myeloidních buněk (CD11b/c 
z CD45), populace CD11b/chi z CD45, aktivovaných B lymfocytů (CD80 z CD45RA) a 
aktivovaných myeloidních buněk (CD80 z CD11b/c) (obr. 8). Měřeny byly též relativní změny v 







Obrázek 6 – Porovnání relativního zastoupení a absolutního počtu živých splenocytů 
a CD45+ buněk před kultivací. Relativní zastoupení živých splenocytů (6A), absolutní počty 
živých splenocytů (6B), relativní zastoupení CD45+ buněk (6C) a absolutní zastoupení CD45+ 
buněk (6D). Výsledky byly změřeny na průtokovém cytometru. **P<0,01; ***P<0,001; 











Obrázek 7 - Porovnání relativního zastoupení a absolutního počtu živých splenocytů 
a CD45+ buněk po kultivaci. Relativní zastoupení živých splenocytů (7A), absolutní počty živých 
splenocytů (7B), relativní zastoupení CD45+ buněk (7C) a absolutní zastoupení CD45+ buněk 
(7D). Výsledky byly změřeny na průtokovém cytometru. *P<0,05 představuje statisticky 
významnou odchylku. 
 
K signifikantnímu nárůstu zastoupení B lymfocytů došlo u skupiny 1D po stimulaci 
ligandem Pam2 (obr. 8A), které bylo pozorovatelné i na části myeloidní populace (CD11b/chi 
z CD45) (obr. 8E). Toto zvýšení u skupiny 1D, ačkoliv nesignifikantní, lze u obou populací 
pozorovat i po stimulaci LPS. Po stimulaci ligandy TLR však nedošlo k signifikantním změnám 
v populaci myeloidních buněk (obr. 8C). V populaci aktivovaných B lymfocytů (obr. 8B) došlo 
k nárůstu zastoupení u skupiny 1D po stimulaci Pam2. Naopak u aktivovaných myeloidních 
buněk došlo k signifikantnímu poklesu zastoupení u skupiny 14D bez stimulace a po stimulaci 





Obrázek 8 – Vliv působení ligandů TLR na změny v populaci B lymfocytů a 
myeloidních buněk po expozici chladu. Relativní zastoupení B lymfocytů (CD45RA z CD45) 
(8A), aktivovaných B lymfocytů (CD80 z CD45RA) (8B), myeloidních buněk (CD11b/c z CD45) 
(8C), aktivovaných myeloidních buněk (CD80 z CD11b/c) (8D) a vybrané populace myeloidních 
buněk (CD11b/chi z CD45) (8E). LPS = lipopolysacharid, I:C = Poly (I:C), Pam2 = Pam2CSK4. 




K signifikantnímu poklesu zastoupení T lymfocytů došlo u skupiny 14D po stimulaci 
Pam2CSK4 (9A). Nejvýznamnější změny byly zaznamenány na populaci γδTCR z CD3 (9C), jejíž 
relativní zastoupení vzrostlo po stimulaci I:C a Pam2, ale v menší míře také bez stimulace. 
Naopak v populaci γδTCR z CD45 k žádným signifikantním změnám nedošlo (9B). 
 
 
Obrázek 9 – Vliv působení ligandů TLR na změny v populaci T lymfocytů po expozici 
chladu. Relativní zastoupení T lymfocytů (CD3 z CD45) (9A) a γδT lymfocytů (γδTCR z CD45; 
γδTCR z CD3) (9B; 9C). LPS = lipopolysacharid, I:C = Poly (I:C), Pam2 = Pam2CSK4. Výsledky byly 
změřeny na průtokovém cytometru. *P<0,05;  **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001 







Protože nejvýznamnější změny byly zaznamenány v populaci γδT lymfocytů, byla 
změřena hladina cytokinů spojených s chladovou adaptací: IL-17 a TNF-α pomocí 
intracelulárního značení. Dále byly změřeny i CD45+ buňky pozitivní na tyto cytokiny (obr. 10). 
U skupiny 14D došlo k nesignifikantnímu nárůstu produkce IL-17 CD45+ buňkami (obr. 10A), 
který však nebyl pozorovatelný u γδT buněk (obr. 10B). Nebyly detekovány změny 
v intracelulární hladině TNF-α u CD45+ buněk (obr. 10C), ani γδT lymfocytů (obr. 10D). 
 
 
Obrázek 10 – Vliv působení ligandů TLR na produkci cytokinů CD45+ buňkami a γδT 
lymfocyty po expozici chladu. Relativní zastoupení CD45+ buněk pozitivních na IL-17 (10A), 
γδT lymfocytů pozitivních na IL-17 (10B), CD45+ buněk pozitivních na TNF-α (10C) a γδT 
lymfocytů pozitivních na TNF-α (10D). LPS = lipopolysacharid, I:C = Poly (I:C), Pam2 = 






 Pomocí ELISA testů byly v supernatantu z kultivovaných splenocytů a peritoneálních 
buněk stanoveny koncentrace cytokinů. U peritoneálních buněk byla stanovena produkce IL-
6, IL-10, IL-1β a TNF-α, zatímco u splenocytů produkce IL-6 a IL-10 (obr. 11).  
 Zatímco po 14 denní chladové expozici došlo k poklesu produkce IL-6 splenocyty po 
stimualci LPS (obr. 11A), produkce IL-6 peritoneálními buňkami měla tendenci se zvyšovat 
(obr. 11B). Nebyly pozorovány signifikantní změny v produkci IL-10 splenocyty (obr. 11C), 
produkce IL-10 peritoneálními buňkami byla u skupiny 14D nesignifikantně zvýšená (obr. 11D). 
Došlo také k mírnému zvýšení produkce TNF-α (obr. 10E) a IL-1β (obr. 11F) peritoneálními 




Obrázek 11 – Koncentrace cytokinů v supernatantu z kultivovaných splenocytů a 
peritoneálních buněk. Koncentrace IL-6 v supernatantu kultivovaných splenocytů (11A) a 
peritoneálních buněk (11B).  Koncentrace IL-10 v supernatantu kultivovaných splenocytů (11C) 
a peritoneálních buněk (11D). Koncentrace TNF-α (11E) a IL-1β (11F) v supernatantu 
kultivovaných peritoneálních buněk. LPS = lipopolysacharid, I:C = Poly (I:C), Pam2 = Pam2CSK4. 





5.2.1.3 Western blot 
 Pomocí metody Western blot byly ve vzorcích ze zamražené sleziny (obr. 12) a ze 
splenocytů kultivovaných s ligandy TLR po dobu 24 hodin (obr. 13) detekovány relativní změny 
v úrovni exprese receptorů TLR2 a TLR4. Byly provedeny 3 na sobě nezávislé pokusy a výsledky 
byly vztaženy na expresi beta-aktinu.  
 Ve vzorcích ze sleziny byla detekována zvýšená relativní exprese TLR2 u skupiny 1D 
(obr. 12A). Vlivem chladového stresu, ani chladové adaptace nedošlo ke změně relativní 
exprese TLR4 (obr. 12B).  
  
 
Obrázek 12 – detekce TLR2 a TLR4 ve slezině kontrolních potkanů (K), chladově 
adaptovaných 1 den (1D) a 14 dní (14D). Procenta na ose y udávají relativní úroveň exprese 
TLR2 (12A) a TLR4 (12B) vůči kontrole. Jednotlivé sloupce jsou vyjádřeny jako průměr +/- SEM  
z denzitometrického stanovení ze skenů imunoblotů ze tří nezávislých opakování. Signál byl 
normalizován na expresi beta-aktinu. Pořadí reprezentativních vzorků imunoblotu odpovídá 




Na vzorcích z  splenocytů po stimulaci jednotlivými ligandy nebyly zjištěny signifikantní 
odchylky relativní exprese TLR2 a TLR4 mezi skupinami. Z výsledků jsou však patrné tendence 
ke zvyšování relativní exprese TLR2 po stimulaci Pam2 u skupiny 14D (obr. 13A). Vlivem 
stimulace LPS zase došlo k tendenci ke zvýšení relativní exprese TLR4 u skupiny 14D oproti 
kontrole. Zdá se, že relativní exprese TLR4 u skupiny 1D klesala oproti kontrole ve všech 
případech (obr. 13B). Je třeba dalších opakování pokusu, aby bylo možné výsledky potvrdit. 
  
Obrázek 13 – detekce TLR2 a TLR4 ve vzorcích z kultivovaných splenocytů kontrolních 
potkanů (K), chladově adaptovaných 1 den (1D) a 14 dní (14D). Procenta na ose y udávají 
relativní úroveň exprese TLR2 (13A) a TLR4 (13B) vůči nestimulované kontrole. Jednotlivé 
sloupce jsou vyjádřeny jako průměr +/- SEM  z denzitometrického stanovení ze skenů 
imunoblotů ze  tří nezávislých opakování. Signál byl normalizován na expresi beta-aktinu. 
Pořadí reprezentativních vzorků imunoblotu odpovídá pořadí vzorků grafu. LPS = 




5.2.2 Aplikace TLR2/6 ligandu Pam2CSK4 in vivo 
 V části II diplomové práce jsem sledovala vliv stimulace TLR2/6 na fenotyp splenocytů 
získaných z potkanů vystavených chladu 1 den (1D-), nebo 14 dní (14D-). Kontrolní skupina (K-
) byla chována při pokojové teplotě. 24 hodin před ukončením pokusu byl vybraným 
kontrolním (K+), chladově adaptovaným 1 den (1D+) a 14 dní (14D+) zvířatům aplikován 
TLR2/6 ligand Pam2CSK4 (viz časová osa experimentu). Splenocyty byly poté využity na měření 
na průtokové cytometrii, nebo kultivovány po dobu 72h bez stimulace (-), nebo s ligandy TLR: 
lipopolysacharidem (LPS) a Pam2CSK4 (Pam2).  
5.2.2.1 Hmotnost BAT 
 Chladově adaptovaným a kontrolním potkanům bez, nebo po aplikaci Pam2 byla 
odebrána BAT z mezilopatkové oblasti, která byla zvážena. Po 14 dnech chladové adaptace 
došlo k výraznému zvýšení hmotnosti BAT (14D-), které bylo viditelné i u zvířat, kterým byl 








Obrázek 14 – Porovnání hmotnosti BAT. Porovnání váhy BAT kontrolních a chladově 
adaptovaných zvířat bez aplikace Pam2CSK4 (K-, 1D-, 14D-), nebo kontrolních a chladově 
adaptovaných zvířat po aplikaci Pam2CSK4 (K+, 1D+, 14D+). Osa y = hmotnost BAT na 1 kg 
potkana. Výsledky opatřil Mgr. Daniel Vašek. ***P<0,001; ****P<0,0001 představuje 
statisticky významnou odchylku vůči kontrolnímu vzorku.  
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5.2.2.2 Průtoková cytometrie v den odběru 
 Pomocí průtokové cytometrie byly na vzorcích splenocytů v den odběru sledovány 
změny v zastoupení imunitních populací. Byly změřeny relativní změny v zastoupení populací 
B lymfocytů (CD45RA z CD45), aktivovaných B lymfocytů (CD80 z CD45RA) (obr. 15), 
myeloidních buněk (CD11b/c z CD45) a aktivovaných myeloidních buněk (CD80 
z CD11b/c)(obr. 16). Dále byly sledovány změny v populacích T lymfocytů (CD3 z CD45), γδT 
lymfocytů (γδTCR z CD45) a aktivovaných T lymfocytů (CD25 z CD3) (obr. 17). V neposlední 
řadě byly měřeny CD45+ buňky a γδT lymfocyty pozitivní na cytokiny IL-17 (obr. 18) a TNF-α 
(obr. 19). Výsledky jsou vyjádřeny v procentech. 
 Bylo zjištěno, že vlivem stimulace TLR2/6 dochází k poklesu v relativním zastoupení B 
lymfocytů oproti lymfocytům získaným ze zvířat bez této stimulace, které je signifikantní u 
skupiny 1D+ (obr. 15A). Zatímco u nestimulovaných zvířat došlo k signifikantnímu nárůstu 
relativního zastoupení aktivovaných B lymfocytů u skupiny 1D-, u zvířat stimulovaných Pam2 
k signifikantním změnám nedošlo (obr. 15B). 
 
Obrázek 15 – Vliv současného působení chladu a stimulace TLR2/6 na změny v 
populaci B lymfocytů. Relativní zastoupení B lymfocytů (CD45RA z CD45) (15A) a aktivovaných 
B lymfocytů (CD80 z CD45RA) (15B). Výsledky byly změřeny na průtokovém cytometru. #P<0,05 
představuje statisticky významnou odchylku mezi odpovídajícími sloupci skupin bez (K-, 1D-, 
14D-) a s aplikací Pam2 (K+, 1D+, 14D+). *P<0,05 představuje statisticky významnou odchylku 
v rámci skupin.  
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U leukocytů získaných ze zvířat, kterým byl aplikován Pam2 došlo k významnému 
nárůstu relativního zastoupení myeloidní populace oproti leukocytům získaných ze skupin bez 
podaného Pam2 (obr. 16A), které je ještě výraznější u populace CD11b/chi z CD45 (obr. 16C). 
K nárůstu relativního zastoupení myeloidní populace také došlo u skupiny 1D+ oproti 
skupinám K+ a 14D+ (obr. 16A). U aktivovaných myeloidních buněk došlo k signifikantnímu 
zvýšení relativního zastoupení u skupiny 1D- vůči odpovídající kontrole (K-). U zvířat po aplikaci 
Pam2 došlo ke snížení relativního zastoupení buněk pozitivních na znak CD80 (obr. 16B).  
 
Obrázek 16 - Vliv současného působení chladu a stimulace TLR2/6 na změny v populaci 
myeloidních buněk. Relativní zastoupení myeloidních buněk (CD11b/c z CD45) (16A), aktivovaných 
myeloidních buněk (CD80 z CD11b/c) (16B) a vybrané populace myeloidních buněk (CD11b/chi 
z CD45) (16C). Výsledky byly změřeny na průtokovém cytometru. *P<0,05 představuje statisticky 
významnou odchylku v rámci skupin.  #P<0,05;  ##P<0,01; ####P<0,0001 představuje statisticky 
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významnou odchylku mezi odpovídajícími sloupci skupin bez (K-, 1D-, 14D-) a s aplikací Pam2 (K+, 
1D+, 14D+). 
 V žádné ze skupin nedošlo k signifikantním změnám v relativním zastoupení T 
lymfocytů (obr. 17A), ani aktivovaných T lymfocytů (obr. 17B). Vlivem stimulace TLR2/6 však 
došlo k signifikantnímu poklesu relativního zastoupení γδT lymfocytů u skupiny K+ oproti 
skupině K- (obr. 17C).  
 
Obrázek 17 – Vliv současného působení chladu a stimulace TLR2/6 na populaci T 
lymfocytů. Relativní zastoupení T lymfocytů (CD3 z CD45) (17A), aktivovaných T lymfocytů (CD25 
z CD3) (17B) a γδT lymfocytů (17C). Výsledky byly změřeny na průtokovém cytometru. ##P<0,01 
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představuje statisticky významnou odchylku mezi odpovídajícími sloupci skupin bez (K-, 1D-, 14D-
) a s aplikací Pam2 (K+, 1D+, 14D+) 
Dále byla měřena hladina intracelulárního cytokinu IL-17. Došlo k nesignifikantnímu 
nárůstů relativního zastoupení CD45+ buněk produkujících IL-17 u skupin 1D- a 1D+ (obr. 18A). 
U γδT lymfocytů byl tento nárůst signifikantní u skupiny 1D- vůči skupině 14D- (obr. 18B). Byla 
také pozorována tendence poklesu relativního zastoupení CD45+ buněk pozitivních na IL-17 
získaných ze zvířat, kterým byl aplikován Pam2 (obr. 18A). Pokles u stejné skupiny byl 
signifikantní u γδT lymfocytů pozitivních na IL-17 (obr. 18B). 
 
Obrázek 18 – Vliv současného působení chladu a stimulace TLR2/6 na populace CD45+ 
buněk a γδT lymfocytů produkujících IL-17. Relativní zastoupení CD45+ buněk pozitivních na 
IL-17 (18A) a γδT lymfocytů pozitivních na IL-17 (18B). Výsledky byly změřeny na průtokovém 
cytometru. *P<0,05 představuje statisticky významnou odchylku v rámci skupin.  #P<0,05 
představuje statisticky významnou odchylku mezi odpovídajícími sloupci skupin bez (K-, 1D-, 







Naopak došlo k výraznému zvýšení relativního zastoupení CD45+ buněk pozitivních na 
TNF-α izolovaných ze zvířat, kterým byl aplikován Pam2. Skupina 14D+ byla signifikantně méně 
pozitivní na tento cytokin oproti skupině 1D+ (obr. 19A). V populaci γδT lymfocytů byl trend u 
zvířat, kterým byl aplikován Pam2 opačný. Došlo ke snížení relativního zastoupení γδT 
lymfocytů pozitivních na TNF-α po aplikaci Pam2. Bylo také možné pozorovat významný nárůst 
relativního zastoupení TNF-α+ γδT lymfocytů získaných ze zvířat vystavených 1 den chladu, 
kterým nebyl aplikován Pam2 (obr. 19B).  
 
Obrázek 19 - Vliv současného působení chladu a stimulace TLR2/6 na populace CD45+ 
buněk a γδT lymfocytů produkujících TNF-α. Relativní zastoupení CD45+ buněk pozitivních na 
TNF-α (19A) a γδT lymfocytů pozitivních na TNF-α (19B). Výsledky byly změřeny na průtokovém 
cytometru. *P<0,05; ***P<0,001 představuje statisticky významnou odchylku v rámci skupin. 
#P<0,05; ###P<0,001;  ####P<0,0001 představuje statisticky významnou odchylku mezi 








5.2.2.3 Průtoková cytometrie po kultivaci splenocytů 
 Pomocí průtokové cytometrie byly na vzorcích splenocytů kultivovaných po dobu 72 
hodin bez stimulace (-), nebo s ligandy TLR: lipopolysacharidem (LPS) a Pam2CSK4 (Pam2) 
sledovány změny v zastoupení imunitních populací. Byly změřeny relativní změny v zastoupení 
populací B lymfocytů (CD45RA z CD45), aktivovaných B lymfocytů (CD80 z CD45RA) (obr. 10), 
myeloidních buněk (CD11b/c z CD45) (obr. 21) a aktivovaných myeloidních buněk (CD80 
z CD11b/c)(obr. 22). Byly také sledovány změny v populacích T lymfocytů (CD3 z CD45) a 
aktivovaných T lymfocytů (obr. 23). Dále bylo zjištěno relativní zastoupení γδT lymfocytů 
(γδTCR z CD45) (obr. 24). Měřeny byly také intracelulární cytokiny IL-17 (obr. 25) a TNF-α (obr. 
26). 
 Po kultivaci s LPS byl zaznamenán signifikantní pokles relativního zastoupení B 
lymfocytů izolovaných za zvířat, kterým byl aplikován Pam2 oproti skupinám kultivovaným 
s LPS bez aplikace Pam2. Tento pokles byl nejvýraznější u skupiny 1D+ (obr. 20A). Nejvýraznější 
změny byly pozorovány v populaci aktivovaných B lymfocytů. Došlo k významnému nárůstu 
jejich relativního zastoupení u skupiny 14D+ oproti skupině 14D-, ale také vůči skupinám K+ a 
1D+ bez stimulace i po stimulaci LPS a Pam2. K nárůstu zastoupení také došlo u skupiny 1D+ 
oproti skupině 1D-. Relativní zastoupení skupin K+ a K- se nelišilo (obr. 20B).  
 K dalším významným změnám došlo v populaci myeloidních buněk. Byl zaznamenán 
signifikantní nárůst jejich relativního zastoupení u všech skupin, kterým byl aplikován Pam (K+, 
1D+ a 14D+) a byly kultivovány bez stimulace, nebo s ligandem Pam2. Tento nárůst byl 
viditelný i po kultivaci LPS, nebyl však signifikantní (obr. 21A). Podobný nárůst byl zaznamenán 
i u populace CD11b/chi z CD45, kde byly rozdíly mezi skupinami bez a s aplikací Pam2 ještě 
výraznější (obr. 21B). V neposlední řadě byly výrazné změny pozorovány i v aktivaci 
myeloidních buněk. Podobně jako u aktivovaných B lymfocytů, k nejvyššímu nárůstu 








Obrázek 20 – Vliv současného působení chladu a stimulace TLR2/6 na změny v 
populaci B lymfocytů kultivovaných s ligandy TLR. Relativní zastoupení B lymfocytů (CD45RA 
z CD45) (20A) a aktivovaných B lymfocytů (CD80 z CD45RA) (20B). LPS = lipopolysacharid, 
Pam2 = Pam2CSK4. Výsledky byly změřeny na průtokovém cytometru. *P<0,05; **P<0,01; 
***P<0,001; ****P<0,0001 představuje statisticky významnou odchylku v rámci skupin. 
#P<0,05;  ##P<0,01; ####P<0,0001 představuje statisticky významnou odchylku mezi 




Obrázek 21 - Vliv současného působení chladu a stimulace TLR2/6 na změny v 
populaci myeloidních buněk kultivovaných s ligandy TLR. Relativní zastoupení myeloidních 
buněk (CD11b/c z CD45) (21A) a vybrané populace myeloidních buněk (CD11b/chi z CD45) 
(21B). LPS = lipopolysacharid, Pam2 = Pam2CSK4. Výsledky byly změřeny na průtokovém 
cytometru. *P<0,05 představuje statisticky významnou odchylku v rámci skupin. ###P<0,001; 
####P<0,0001 představuje statisticky významnou odchylku mezi odpovídajícími sloupci skupin 





Obrázek 22 - Vliv současného působení chladu a stimulace TLR2/6 na změny v 
populaci aktivovaných myeloidních buněk kultivovaných s ligandy TLR. Relativní zastoupení 
aktivovaných myeloidních buněk (CD80 z CD11b/c). LPS = lipopolysacharid, Pam2 = Pam2CSK4. 
Výsledky byly změřeny na průtokovém cytometru. *P<0,05 představuje statisticky významnou 
odchylku v rámci skupin. ####P<0,0001 představuje statisticky významnou odchylku mezi 












V populaci T lymfocytů došlo pouze k mírnému nárůstu relativního zastoupení po 
stimulaci LPS u skupiny 14D+ (obr. 23A). Po aplikaci Pam2 nedošlo k žádným změnám 
v populaci aktivovaných T lymfocytů (obr. 23B).  
 
 
Obrázek 23 - Vliv současného působení chladu a stimulace TLR2/6 na změny v 
populaci T lymfocytů kultivovaných s ligandy TLR. Relativní zastoupení T lymfocytů (CD3 
z CD45) (23A) a aktivovaných T lymfocytů (CD25 z CD3) (23B). LPS = lipopolysacharid, Pam2 = 
Pam2CSK4. Výsledky byly změřeny na průtokovém cytometru. *P<0,05 představuje statisticky 
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významnou odchylku v rámci skupin. #P<0,05 představuje statisticky významnou odchylku 
mezi odpovídajícími sloupci skupin bez (K-, 1D-, 14D-) a s aplikací Pam2 (K+, 1D+, 14D+). 
U leukocytů zvířat, kterým byl aplikován Pam2 došlo ke snížení relativního zastoupení 
γδT lymfocytů oproti skupinám bez aplikace Pam2, které bylo signifikantní po kultivaci s LPS. 
U skupiny 14D+ také po kultivaci s Pam2 (obr. 24).  
 
Obrázek 24 - Vliv současného působení chladu a stimulace TLR2/6 na změny v 
populaci γδT lymfocytů kultivovaných s ligandy TLR. Relativní zastoupení γδT lymfocytů 
(γδTCR z CD45). LPS = lipopolysacharid, Pam2 = Pam2CSK4. Výsledky byly změřeny na 
průtokovém cytometru. #P<0,05; ##P<0,01 představuje statisticky významnou odchylku mezi 
odpovídajícími sloupci skupin bez (K-, 1D-, 14D-) a s aplikací Pam2 (K+, 1D+, 14D+). 
 
V neposlední řadě byly sledovány změny v populaci CD45+ buněk a γδT lymfocytů 
pozitivních na IL-17 a TNF-α. Došlo k výraznému zvýšení relativního zastoupení CD45+ buněk 
pozitivních na IL-17 získaných ze zvířat, kterým byl aplikován Pam2 po stimulaci LPS a Pam2 
(obr. 25A). Tento trend  jsme však nezaznamenali v populaci γδT lymfocytů (obr. 25B). 
Vzrostlo relativní zastoupení CD45+ buněk pozitivních na TNF-α získaných ze zvířat, kterým 
byl aplikován Pam2. Toto bylo patrné zejména u skupiny 14D+ (obr. 26A). Relativní 
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zastoupení γδT lymfocytů pozitivních na TNF-α izolovaných ze zvířat, kterým byl aplikován 
Pam2 spíše klesalo. Tato tendence však byla nesignifikantní (obr. 26B). 
  
Obrázek 25 - Vliv současného působení chladu a stimulace TLR2/6 na změny 
v populacích buněk pozitivních na IL-17 kultivovaných s ligandy TLR. Relativní zastoupení 
CD45+ buněk pozitivních na IL-17 (25A), relativní zastoupení γδT lymfocytů pozitivních na IL-17 
(25B). LPS = lipopolysacharid, Pam2 = Pam2CSK4. Výsledky byly změřeny na průtokovém 
cytometru. ###P<0,001; ####P<0,0001 představuje statisticky významnou odchylku mezi 




Obrázek 26 - Vliv současného působení chladu a stimulace TLR2/6 na změny v 
populacích buněk pozitivních na TNF-α kultivovaných s ligandy TLR. Relativní zastoupení 
CD45+ buněk pozitivních na TNF-α (26A), relativní zastoupení γδT lymfocytů pozitivních na TNF-
α (26B). LPS = lipopolysacharid, Pam2 = Pam2CSK4. Výsledky byly změřeny na průtokovém 
cytometru. #P<0,05; ##P<0,01; ###P<0,001 představuje statisticky významnou odchylku mezi 






 Tato práce navazuje na diplomovou práci Mgr. Daniela Vaška, která popisovala vliv 
chladové adaptace na imunitní systém. Zároveň je součástí širšího projektu, který se snaží 
objasnit jak působení chladového stresu a chladové adaptace ovlivní imunitní systém a 
imunometabolismus. Cílem této práce bylo zjistit jaký je současný vliv působení chladu a 
infekčních agens.  
Již na začátku pokusů jsme si všimli, že vlivem chladové adaptace dochází k 
významnému zlepšení přežívání splenocytů, které se promítalo do absolutních počtů živých 
buněk a jednotlivých populaci. Toto bylo pozorováno u buněk po izolaci sleziny i jejich kultivaci 
72 hodin. Je možné, že tento jev je spojený s metabolickými změnami, ke kterým během 
chladové adaptace dochází (Lettieri-Barbato and Aquilano, 2020). Účinnost chladové adaptace 
byla potvrzena signifikantním zvýšením hmotnosti BAT u skupiny 14D oproti kontrole a 
skupině 1D (výsledky Daniela Vaška). 
V části I jsme chtěli zjistit, zda změny navozené chladovou adaptací ovlivní odpověď 
jednotlivých buněčných populací. Proto jsme sledovali vliv stimulace TLR na fenotyp 
splenocytů a peritoneálních buněk izolovaných z potkanů po vystavení chladu. Buňky 
v peritoneální dutině jsou v kontaktu s tukovou tkání, a proto jsou více ovlivněny 
metabolickými změnami (Willemsen et al., 2019). Pozorovali jsme vliv na jednotlivé populace, 
produkci cytokinů a expresi TLR. Předpokládali jsme, že jeden den v chladu navodí spíše pro-
zánětlivý fenotyp spojený se stresem, který byl popisován v literatuře (Belay et al., 2017; Lian 
et al., 2017). Některé práce však popisují také imunosupresi (Hu et al., 2016). Naopak po 
chladové adaptaci (~14 dní v chladu) jsme očekávali rozvoj spíše proti-zánětlivého prostředí 
(Vargovic et al., 2016).  
Pro detekci relativních změn v imunitních populacích splenocytů získaných ze zvířat 
vystavených chladu a stimulovaných ligandy TLR byla využita průtoková cytometrie. Nejprve 
byly sledovány změny v populaci B lymfocytů. U skupiny krátkodobě vystavené chladu došlo 
k signifikantnímu navýšení jejího relativního zastoupení oproti kontrole po stimulaci Pam2. 
Bylo dokázáno, že Pam2 stimuluje proliferaci B lymfocytů (Buwitt-Beckmann et al., 2005). 
Tento ligand se váže na TLR2/6. TLR2 je exprimovaný na B lymfocytech a může přispívat k jejich 
aktivaci, přežívání, diferenciaci a maturaci, zejména pak u B lymfocytů marginální zóny sleziny 
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(Genestier et al., 2007; Rubtsov et al., 2008). B lymfocyty oproti některým jiným imunitním 
populacím exprimují vyšší hladiny TLR6, který může společně s TLR2 přispívat k výše zmíněným 
efektům (Genestier et al., 2007; Hornung et al., 2002). Po stimulaci Pam2 byl u skupiny 
krátkodobě vystavené chladu zaznamenán signifikantní nárůst relativního zastoupení 
aktivovaných B lymfocytů. Je možné, že toto souvisí s vlivem stimulace TLR2 na aktivaci B 
lymfocytů (Rubtsov et al., 2008), protože po stimulaci TLR by mělo dojít ke zvýšení exprese 
kostimulačních molekul CD80 a CD86 (Yamamoto et al., 2002). Trend nárůstu relativního 
zastoupení aktivovaných B lymfocytů se ale u skupiny krátkodobě vystavené chladu objevil i 
bez stimulace. Může tedy být zapříčiněn krátkodobým vystavením chladu.  
Dále byly sledovány změny v populaci myeloidních buněk. Zatímco relativní zastoupení 
v celé populaci myeloidních buněk se signifikantně neměnilo, u populace CD11b/chi z CD45 
jsme zaznamenali podobný efekt po stimulaci Pam2, jako u B lymfocytů – nárůst relativního 
zastoupení u skupiny krátkodobě vystavené chladu. Tuto populaci jsme oddělili na základě 
vyšší exprese CD11b/c na FACS. Vzhledem k nedostupnosti některých potkaních protilátek 
jsme dále nezjišťovali, které buněčné typy zajištuje. Podobně jako B lymfocyty, i myeloidní 
buňky exprimují TLR2. Zdaleka nejvíce jej pak exprimují makrofágy (proteinatlas.org, online). 
TLR6 je hojně exprimován granulocyty, monocyty i makrofágy (proteinatlas.org, online). 
V populaci aktivovaných myeloidních buněk došlo k signifikantnímu nárůstu jejich relativního 
zastoupení u skupiny krátkodobě vystavené chladu oproti skupině dlouhodobě vystavené 
chladu bez stimulace a po stimulaci I:C, jehož receptorem je TLR3. Zdá se tedy, že krátkodobé 
působení chladu ovlivnilo aktivaci B lymfocytů a myeloidních buněk.   
Další sledovanou populací byly T lymfocyty. Po stimulaci Pam2 pokleslo jejich relativní 
zastoupení u skupiny dlouhodobě vystavené chladu oproti skupině krátkodobě vystavené 
chladu. Zatímco TLR2 je T lymfocyty exprimován, TLR6 na rozdíl od myeloidních buněk a B 
lymfocytů exprimují pouze v minimální míře (proteinatlas.org, online). K výrazným změnám 
došlo v populaci γδT lymfocytů (populace CD3+ lymfocytů pozitivních na γδT receptor), jejich 
relativní zastoupení významně vzrostlo u skupiny dlouhodobě vystavené chladu po stimulaci 
I:C a Pam2. Signifikantní byl ale také jejich nárůst u této skupiny bez stimulace. Toto 
pozorování je významné zejména pro jejich nedávno popsané vlivy na chladovou adaptaci (Hu 
et al., 2020; Kohlgruber et al., 2018). γδT lymfocyty se vyznačují vysokou expresí TLR3 
(proteinatlas.org, online), která je vyšší než u konvenčních αβT lymfocytů. Bylo zjištěno, že 
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stimulace I:C přímo ovlivňuje aktivaci γδT lymfocytů (Wesch et al., 2006). γδT lymfocyty mimo 
jiné exprimují také TLR2 a v menší míře i TLR6 a aktivace jejich ligandy může přispívat k jejich 
expanzi (Martin et al., 2009; Pietschmann et al., 2009).  
 S ohledem na významné změny, které jsme detekovali v populaci γδT lymfocytů, jsme 
se rozhodli změřit hladiny intracelulárních cytokinů, které jsou podle literatury spojené 
s chladovou adaptací: IL-17 a TNF-α (Kohlgruber et al., 2018). Tyto cytokiny jsme detekovali u 
γδT lymfocytů a celé populace CD45+ buněk. U skupiny dlouhodobě vystavené chladu došlo 
k nesignifikantnímu nárůstu kultivovaných CD45+ buněk pozitivních na IL-17, které se ale příliš 
neprojevilo u kultivovaných γδT lymfocytů pozitivních na IL-17. Ačkoliv nedošlo 
k signifikantním změnám, byl patrný nárůst procenta buněk exprimujících TNF-α u skupiny 
krátkodobě vystavené chladu, což je v souladu s literaturou (Belay et al., 2017; Wei et al., 
2018). Správné cytokinové prostředí je důležité pro nárůst BAT (García et al., 2018). Zdá se, že 
nejen Th2 cytokiny, ale právě také TNF-α, nebo IL-17 jsou v tomto procesu podstatné 
(Kohlgruber et al., 2018). 
Dále jsme pomocí ELISA testů změřili produkci cytokinů ze splenocytů a peritoneálních 
buněk, které byly izolované ze zvířat vystavených chladu a kultivovány s ligandy TLR. Produkce 
IL-6 splenocyty po stimulaci LPS byla u skupiny dlouhodobě vystavené chladu signifikantně 
snížena oproti kontrole. V literatuře bylo popsáno snížení produkce IL-6 vlivem dlouhodobého 
působení chladu například ve WAT (Vargovic et al., 2016) a játrech, plicích, nebo mozku 
naopak zvýšení produkce IL-6 (Yildirim and Yurekli, 2010). V našich experimentech jsme 
detekovali nesignifikantní zvýšení produkce IL-6 peritoneálními buňkami u skupin krátkodobě 
a dlouhodobě vystavených chladu oproti kontrole. Ačkoliv je IL-6 charakterizován převážně 
jako prozánětlivý cytokin a mediátor horečky, jeho role spočívá také v regulaci tělesné 
hmotnosti, kompozice , metabolismu (García et al., 2018) a chladové adaptace (Egecioglu et 
al., 2018). Bylo zjištěno, že IL-6 se může podílet na béžovění WAT (Han et al., 2018). Tendence 
u splenocytů může být odlišná, protože je více spojená s imunitní odpovědí, naopak 
peritoneální buňky mohou více odpovídat na regulaci metabolismu (Willemsen et al., 2019).  
Zatímco u splenocytů nedošlo ke změnám v produkci IL-10, u peritoneálních buněk 
došlo k nesignifikantnímu nárůstu produkce tohoto cytokinu u skupiny dlouhodobě vystavené 
chladu bez stimulace a po stimulaci I:C a Pam2. Zvýšená produkce IL-10 byla v literatuře 
zaznamenána po chladové adaptaci (Vargovic et al., 2016). Produkce prozánětlivých cytokinů 
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IL-1β a TNF-α byla u peritoneálních buněk získaných ze zvířat krátkodobě vystavených chladu 
nesignifikantně zvýšená, což odpovídá výsledkům získaných z myšího modelu chladového 
stresu (Belay et al., 2017). K nejvyšší produkci těchto cytokinů došlo po stimulaci LPS. Po 
delším vystavení chladu byl v literatuře zaznamenán pokles produkce IL-1β v placentě (Lian et 
al., 2017). Přestože naše výsledky nebyly signifikantní, tento trend jsme u peritoneálních 
buněk také zaznamenali. 
Na začátku chladové adaptace dochází ke zvýšení prozánětlivých cytokinů, které 
přispívají k nastavení mechanizmů spojených s chladovou adaptací. Postupně by mělo dojít k 
přesmyku na protizánětlivé prostředí (Lee et al., 2015; Messmer et al., 2014; Vargovic et al., 
2016). Ačkoliv byl detekován zvýšený IL-10, jasný protizánětlivý fenotyp jsme detekcí cytokinů 
nezískali. Nicméně, výsledky Mgr. Daniela Vaška potvrzují zvýšenou expresi genů pro cytokiny 
spojené s Th2 typem imunitní odpovědi: IL-4 a IL-33 ve slezině po 14 dnech chladové adaptace. 
Zajímavé je cytokinové prostředí přímo v BAT, v našich pokusech jsme získali zvýšenou 
produkci řady proti- i pro-zánětlivých cytokinů po 1 dni (výsledky Mgr. Daniela Vaška), což 
potvrzuje výše uvedenou hypotézu krátkodobé aktivace na začátku působení chladu.  
Abychom zjistili změny v relativní expresi proteinů TLR2 a TLR4 ve slezině a 
splenocytech kultivovaných s ligandy TLR izolovaných ze zvířat vystavených chladu, byla 
využita metoda Western blot. Oba receptory jsou ve slezině hojně exprimovány (Nishimura 
and Naito, 2005). Nejprve jsme pozorovali signifikantní zvýšení relativní exprese TLR2 ve 
slezině u zvířat krátkodobě vystavených chladu. Relativní exprese TLR4 ve slezině se vlivem 
krátkodobého, ani dlouhodobého chladu neměnila. Nebylo možné najít práce, které by se 
změnami exprese TLR ve slezině vlivem působení chladu zaobíraly. Ve splenocytech 
kultivovaných s ligandy TLR byla pozorována tendence ke zvyšování relativní exprese TLR2 po 
stimulaci Pam2 u skupiny dlouhodobě vystavené chladu. Relativní exprese TLR4 u stejné 
skupiny měla tendenci růst po stimulaci LPS. Je možné, že změny v expresi TLR2 a TLR4 u 
skupiny dlouhodobě vystavené chladu souvisí s protektivním vlivem chladové adaptace. 
V literatuře bylo popsáno snížení exprese TLR4 ve splenocytech potkanů, kteří byly vystaveni 
krátkodobému působení chladu (Hu et al., 2016). Zaznamenali jsme obdobný trend, ale je 
třeba dalších opakování pokusu, aby jej bylo možné potvrdit.  
 Cílem  části II bylo pozorovat vliv in vivo aplikace vybraného TLR ligandu na fenotyp 
splenocytů zvířat vystavených chladu. Vzhledem k výsledkům z části I, kde k největším 
67 
 
změnám v imunitních populacích docházelo po kultivaci s TLR2/6 ligandem Pam2, jsme se 
rozhodli tento ligand využít i pro aplikaci zvířatům. Výhodou tohoto ligandu bylo, že se jedná 
o syntetický diacyl lipopeptid. Diacyl lipopeptidy se přirozeně vyskytují na bakteriích jako jsou 
Mycoplasma, Listeria nebo Staphylococcus aureus (s.aureus) (Kurokawa et al., 2012). Model 
s aplikací Pam2 24 hodin před ukončením pokusu jsme vybrali proto, abychom mohli 
pozorovat rozdílné vlivy chladového stresu a chladové adaptace na odpověď vůči infekčním 
agens. Po aplikaci Pam2 nedošlo ke změnám v hmotnosti BAT. 
Část získaných splenocytů byla využita k FACS analýze v den odběru. K výrazným 
změnám došlo v populaci myeloidních buněk. Po aplikaci Pam2 vzrostlo jejich relativní 
zastoupení vůči skupinám, kterým nebyl Pam2 aplikován. Bylo zjištěno, že stimulace ligandy 
TLR2/6 vede k proliferaci monocytů in vivo (Demir et al., 2007) a dalších typů myeloidních 
buněk in vitro (Chan et al., 2009). Navíc u zvířat, kterým byl aplikován Pam2 a byla krátkodobě 
vystavena chladu, došlo k signifikantnímu nárůstu relativního zastoupení myeloidních buněk 
oproti příslušné kontrole a skupině 14D+. Ovšem relativní zastoupení aktivovaných 
myeloidních buněk získaných ze zvířat po aplikaci Pam2 pokleslo vůči skupinám, kterým Pam2 
nebyl aplikován. Je možné, že tento viditelný pokles relativního zastoupení aktivovaných 
myeloidních buněk nějak souvisí s faktem, že stimulace TLR2/6 diacyl lipopeptidy může 
v některých případech vést k imunosupresi (Parcina et al., 2013; Skabytska et al., 2014).  
U kontrolní skupiny, které byl aplikován Pam2 došlo k poklesu relativního zastoupení 
γδT lymfocytů oproti kontrole, které nebyl aplikován Pam2. Je možné, že buď došlo k aktivaci 
a migraci γδT lymfocytů ze sleziny do místa aplikace (Costa et al., 2010), nebo toto pozorování 
souvisí s výše zmíněnou imunosupresí. V literatuře bylo popsáno snížení relativního 
zastoupení T lymfocytů po aplikaci Pam2, nebo infekci grampozitivní bakterií s. aureus. 
Stimulací TLR2/6 jsou totiž aktivovány myeloidní supresorové buňky, které potlačují aktivitu T 
lymfocytů (Skabytska et al., 2014).  
V neposlední řadě byly změřeny relativní změny v populaci CD45+ buněk a γδT 
lymfocytů pozitivních na IL-17 a TNF-α. Potvrdili jsme, že procento buněk pozitivních na tyto 
cytokiny je po krátkodobém vystavení chladu zvýšené, jak bylo diskutováno u části I. Ovšem 
zaznamenali jsme pokles γδT lymfocytů pozitivních na IL-17 i TNF-α ve slezině zvířat, kterým 
byl aplikován Pam2. Vzhledem k významu γδT lymfocytů na adaptivní termogenezi (Hu et al., 
2020; Kohlgruber et al., 2018) lze usuzovat, že stimulace TLR ovlivňuje γδT lymfocyty a působí 
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na produkci cytokinů spojených s chladovou adaptací. Myši bez γδT lymfocytů, nebo IL-17A 
nebyly schopny zahájení exprese řady genů souvisejících s termogenezí (Kohlgruber et al., 
2018). Bylo popsáno, že pouze IL-17+ γδT lymfocyty exprimují TLR2 (Martin et al., 2009). 
Stimulace TLR2 může pak u těchto buněk vést k produkci IFN-γ (Deetz et al., 2006). Dále 
v našem modelu došlo k výraznému nárůstu CD45+ buněk pozitivních na TNF-α u kontroly a 
skupiny krátkodobě vystavené chladu po aplikaci Pam2 ve srovnání s odpovídajícími skupinami 
bez aplikace Pam2, což může být spojeno s aktivací TLR2/6 a odpovědí na zánět (Buwitt-
Beckmann et al., 2005). Obdobné zvýšení však nebylo pozorováno u dlouhodobě adaptované 
skupiny, které byl aplikován Pam2. Tento jev lze přisuzovat změnám, které probíhají během 
chladové adaptace.  
Další část splenocytů byla kultivována po dobu 72 hodin s ligandy TLR a poté 
analyzována průtokovou cytometrií. K významnému nárůstu relativního zastoupení 
aktivovaných B lymfocytů bylo detekováno u zvířat, která byla vystavena chladu a byl jim 
aplikován Pam2 oproti odpovídajícím skupinám bez Pam2. Mezi kontrolními skupinami 
nedošlo k žádným změnám. Proto nelze tento jev vysvětlit pouhým vlivem stimulace TLR2 na 
expresi kostimulačních molekul (Rubtsov et al., 2008; Sayi et al., 2011) a lze usuzovat na 
rozdílné vlivy krátkodobého a dlouhodobého působení chladu.  
K výrazným změnám došlo také v populaci myeloidních buněk. Po aplikaci Pam2 došlo 
k nárůstu jejich relativního zastoupení ve všech skupinách kultivovaných bez stimulace a v 
přítomnosti Pam2. Na populaci aktivovaných myeloidních buněk jsme pozorovali podobný 
efekt jako u aktivovaných B lymfocytů – signifikantní zvýšení u zvířat dlouhodobě vystavených 
chladu, kterým byl aplikován Pam2 vůči zvířatům bez Pam2. Proto ani v případě myeloidních 
buněk nelze relativní nárůst CD80+ populace přisuzovat pouze aktivaci TLR2/6 (Loof et al., 
2008). Tyto výsledky naznačují, že současným vlivem chladové adaptace a stimulace TLR 
dochází ke změnám v aktivaci B lymfocytů a myeloidních buněk.  
Sledovány byly také změny v relativním zastoupení γδT lymfocytů. U buněk získaných 
ze zvířat, kterým byl aplikován Pam2 došlo k poklesu jejich relativního zastoupení po stimulaci 
LPS oproti příslušným skupinám izolovaných z kontrolních zvířat. Detekované změny 
odpovídají hypotéze, že vlivem aplikace Pam2 mohlo dojít k migraci γδT lymfocytů ze sleziny 
do místa zánětu (Costa et al., 2010). Slezina je totiž spádovým lymfoidním orgánem pro 
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peritoneální dutinu (Etogo et al., 2008; Kawahara et al., 2003). Může se však také jednat o 
pouhé dorovnání procentuálního zastoupení.  
Došlo k významnému nárůstu relativního zastoupení CD45+ buněk produkujících IL-17 
získaných ze zvířat, kterým byl aplikován Pam2 a kultivovaných s LPS, nebo Pam2 v porovnání 
se zvířaty, kterým nebyl aplikován Pam2. Zvýšená produkce IL-17 může být v některých 
případech spojena i s aktivací TLR2 (Chan et al., 2014). Naopak nedošlo ke změnám v populaci 
IL-17+ γδT lymfocytů. CD45+ buňky izolované ze zvířat po aplikaci Pam2 vykazovaly vyšší 
hladinu intracelulárního TNF-α, což může souviset s aktivací TLR2/6 (Buwitt-Beckmann et al., 
2005; Palma et al., 2009). Narozdíl od CD45+ buněk jsme překvapivě detekovali tendenci 
k poklesu populace TNF-α+ γδT lymfocytů. Pokles v produkci některých cytokinů, může 
souviset se změnou celkového fenotypu zvířat po aplikaci Pam2. Je zajímavé, že po kultivaci in 
vitro došlo pouze ke změně v populaci TNF-α+ γδT lymfocytů, nikoliv však IL-17+ γδT lymfocytů. 
Rozdíl v populacích γδT lymfocytů produkujících IL-17 a TNF-α by bylo vhodné dále 
prozkoumat.   
Vzhledem k epidemiologické situaci bohužel nebylo možné v části II stanovit produkci 
cytokinů pomocí ELISA testů, ani stanovit relativní expresi TLR2 a TLR4 pomocí metody 
Western blot. Tato měření by však mohla pomoci vysvětlit některé ze změn, které jsme po 
aplikaci Pam2 pozorovali.  Proto boudou tato měření provedena v budoucnu.  
Výsledky části II byly získané z jednoho pokusu. I když byl počet zvířat dostatečný (6 
potkanů), měl by být pokus zopakován.  Použitý kmen Wistar je outbrední. Protože se jedná o 
geneticky variabilní jednice, navzájem se liší v řade imunitních parametrů i imunitní odpovědi. 
Tato skutečnost tak do značné míry ovlivňuje získané výsledky a jejich statistickou signifikanci.  
Změny v zastoupení imunitních populací, které jsme zaznamenali během 
krátkodobého působení chladu se týkaly především aktivace buněk. U zvířat vystavených 14 
dní chlad, tedy po chladové adaptaci byl zaznamenán nárůst zastoupení γδT lymfocytů. 
Zvýšenou hladinu jejich cytokinů IL-17 a TNF-α, které jsou spojovány s chladovou adaptací, 
jsme detekovali po jednom dni v chladu. Zdá se, že tyto cytokiny mohou být důležité pro 
nastartování tvorby BAT v našem modelu. γδT lymfocyty jsou v BAT hojně zastoupeny 
(LaMarche et al., 2018). Z výsledků Daniela Vaška vyplývá, že v BAT během chladového stresu 
dochází k tvorbě řady cytokinů, jako je IL-4, IL-6, nebo TNF-α, které hrají roli v procesu 
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adaptivní termogeneze (García et al., 2018; Kohlgruber et al., 2018). Je pravděpodobné, že 
tyto změny jsou systémové. U zvířat, kterým byl aplikován Pam2 jsme pozorovali pokles 
zastoupení γδT lymfocytů a také pokles zastoupení γδT lymfocytů pozitivních na IL-17, nebo 
TNF-α. Zároveň bylo zaznamenáno snížení produkce IL-4, TL-6 a TNF-α v BAT (výsledky Daniela 
Vaška) (obr. 27). Otázkou zůstává, zda jsou γδT lymfocyt ovlivněny první a poté modulují 
produkci cytokinů v BAT, nebo musí být nejprve stimulovány přítomností cytokinů v BAT. 
Některé získané výsledky naznačují, že během chladové adaptace dochází ke změnám, které 
mohou ovlivnit průběh infekce. Toto bylo pozorováno například na nárůstu aktivovaných B 
lymfocytů a myeloidních buněk po kultivaci, nebo tendenci ke změnám v expresi TLR2 s TLR4.  
 
Obrázek 27 – Námi předpokládaný mechanismus vlivu γδT lymfocytů na 
termogenezi.  Předpokládaný mechanismus vlivu γδT lymfocytů na termogenezi za 







• Zaznamenali jsme zlepšení přežívání splenocytů izolovaných ze zvířat dlouhodobě 
vystavených chladu. 
 
• V části I , ve které byl sledován vliv působení chladu na odpověď splenocytů po in vitro 
stimulaci třemi různými ligandy TLR jsme pozorovali nárůst relativního zastoupení B 
lymfocytů a populace CD11b/chi po krátkodobém působení chladu a stimulaci Pam2. 
Došlo také k nárůstu relativního zastoupení aktivovaných B lymfocytů a myeloidních 
buněk po krátkodobém působení chladu. K nejvýraznějším změnám došlo v populaci 
γδT lymfocytů, jejichž relativní zastoupení vzrostlo po stimulaci I:C a Pam2 po 
dlouhodobém vystavení chladu. 
 
• Byla pozorována tendence k tvorbě prozánětlivých cytokinů po jednom dni v chladu a 
naopak tendence k tvorbě protizánětlivého prostředí po 14 dnech chladové adaptace. 
 
• Detekovali jsme zvýšení exprese TLR2 ve slezině po chladovém stresu. Zjistili jsme také 
tendenci ke zvýšení exprese TLR2 po stimulaci Pam2 a TLR4 po stimulaci LPS u 
splenocytů získaných z dlouhodobě adaptovaných zvířat poukazující na protektivní vliv 
chladové adaptace.  
 
• V části II jsme sledovali, zda změna fenotypu splenocytů navozená krátkodobým 
chladovým stresem a chladovou adaptací bude modulován podáním ligandu TLR2/6 
potkanům jeden den před koncem vystavení chladu.  Byl zaznamenán výrazný nárůst 
relativního zastoupení myeloidních buněk, zejména ve skupině krátkodobě vystavené 
chladu. V modelu, kdy byl potkanům podán Pam2 a potom byli vystaveni 1 den chladu,  
jsme detekovali pokles IL-17+ a TNF-α+ γδT lymfocytů, který může přispívat k atenuaci 
adaptivní termogeneze.  
 
• Po kultivaci splenocytů s ligandy TLR jsme pozorovali zvýšení zastoupení aktivovaných 
B lymfocytů a myeloidních buněk po chladové adaptaci, které může souviset se 
změnami, které se projeví až během infekce.  
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